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Hoofdstuk 1, Inleiding en doelstelling.
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek betreft de mogelijkheid om 
het adenosinetrifosfaat- hydrolyserend enzymsysteem (E.C.3.6.1.3.), waarvan de 
aktiviteit afhankelijk is van de aanwezigheid van magnesiumionen en dat gesti­
muleerd wordt door natrium- en kaliumionen tezamen, op submikroskopisch-cyto- 
logisch niveau te lokaliseren.
Dit enzymsysteem is in de literatuur op velerlei wijzen benoemd: transport 
adenosinefosfatase, membraan adenosinefosfatase, Na-adenosinetrifosfatase,
(Na+ en K+)- afhankelijke ATPase, het door Ha en K geaktiveerde ATPase, etc. 
Bonting en medewerkers (1961) stelden een uniforme naamgeving voor* die ook wij 
hanteren: Ha+-K+-ATPase.
De rol van het Na+-K+-ATPase is van groot fysiologisch belang gebleken.
Het houdt de Na+ en K+ gradiënten over de celmembraan in stand. In absorberen­
de epitheliën, zoals de darm, wordt hierdoor het transport van belangrijke sub­
straten via Na+-gevoelige "facilitated diffusion" mogelijk. In exciteerbare 
systemen, zoals in spier-, zenuw- en fotoreceptorcellen, zijn deze gradiënten 
bovendien essentieel voor het verloop van het excitatieproces.
Belangrijke funkties van zeer verschillende organen blijken te berusten 
op gekoppeld water- en zouttransport, waarbij het Na+-K+-ATPase systeem de drij­
vende pomp vormt. Zo bijvoorbeeld in de proximale tubulus van de nier, waar een 
ook in kwantitatief opzicht indrukwekkend isotoon reabsorptieproces ca. 80$ van 
het glomerulusfiltraat terug naar de bloedbaan transporteert.
Inmiddels is duidelijk geworden dat het netto tr suis port over epitheliën 
tot stand komt doordat de epitheelcellen struktureel zowel als funktioneel asym­
metrisch zijn. De membranen van het aan de lumenzijde, resp. aan de serosa- 
zijde gelegen epitheeloppervlak verschillen van elkaar zowel in struktureel als 
in (bio)chemisch opzicht.
Belangrijk voor de recente inzichten in het mechanisme van dit biologisch 
vloeistoftransport is het door Curran et al. (1962) opgestelde "doüble membrane" 
model, en de verdere uitwerking daarvan tot het "standing gradiënt" model door 
Diamond en zijn medewerkers (1967, 1968). Laatstgenoemde auteurs postuleren op 
grond van onderzoek aan de galblaas dat een permanent osmotisch gradiënt in 
stand wordt gehouden in de intercellulaire ruimten van het epitheel. Veronder­
steld wordt dat in het gesloten apicale einde van de intercellulaire kanalen 
een aanzienlijk hogere zoutconcentratie aanwezig is dan in het open, basale 
einde van de kanalen. Bij een geëigende geometrie van het kanaal; een gegeven 
permeabiliteit van de kanaalmembraan en een juiste transportsnelheid van de
- 1 -
vloeistof zal er - gaande van de apicale naar de "basale zijde over de lengte van 
het kanaal - osmotisch evenwicht bereikt worden, zodat de uitstromende vloeistof 
isotoon is met de vloeistof aan de lumenzijde van het epitheel.
Voorbeelden van dergelijke "forward pumping" kanalen met uitstroming aan 
het open kanaaleinde zijn: de intercellulaire ruimten in de absorberende epi- 
theliën van darm, galblaas en proximale tubulus, de secretoire canaliculi in de 
parietale cellen van de maagklieren, de zweetklieren en de traanklieren en de 
ruimten tussen de microvilli van secretoire epitheliën.
Veel epitheliën hebben evenwel strukturen, c.q. kanalen, waarbij de vloei- 
stofstroom in omgekeerde richting verloopt, dus waarbij de vloeistof via het 
open einde van het kanaal binnentreedt. Zulks op geleide van een verondersteld 
omgekeerd "standing gradiënt", veroorzaakt doordat stoffen vanuit het kanaal in 
het cytoplasma worden gepompt. Voorbeelden van dergelijke "backward pumping" 
strukturen zouden zijn: de basale inplooiingen en interdigitaties van secretoire 
epitheliën, de intercellulaire ruimten in zoutklieren van reptielen en de micro­
villi en apicale inplooiingen bij absorberende epitheliën.
Het voorgaande moge aantonen dat de ultrastrukturele opbouw van een epitheel 
tevens een funktionele opbouw weergeeft en dat de "standing gradiënt" hypothese 
(men spreekt ook wel van het principe van lokale osmose) een aantrekkelijke in­
tegratie van vorm- en funktie-aspekten van epitheelweefsels biedt.
Uiteraard zijn meerdere pogingen ondernomen om de geldigheid van deze hypo­
these te toetsen. Zo bestuderen Kay et al. (1966) de ultrastruktuur van het gal- 
blaasepitheel onder verschillende fysiologische condities en vinden dat de inter­
cellulaire ruimten, die tijdens vloeistoftransport uitzetten, weer verdwijnen 
als het transport stopt. Ook waarnemingen van Schmidt-Nielsen et al. (1968) aan 
de nier van reptielen laten een vergroting van de intercellulaire ruimten tussen 
de proximale tubulus'cellen zien tijdens aktief transport, die weer verdwijnt 
bij remming van dit transport door ouabaine. In de distale tubuli vinden deze 
auteurs grote intercellulaire ruimten, wanneer de osmolariteit van de urine vrij­
wel gelijk is aan die van het bloed en goeddeels gesloten ruimten (i.e. het api­
cale 2/3 deel), wanneer de urine hypo-osmotisch is.
Bij dergelijke experimenten moet bedacht worden dat tijdens de voorbewer­
king van het weefsel voor histologisch onderzoek zeer wel veranderingen in het 
celvolume kunnen optreden. De interpretatie van dergelijke beelden vereist dan 
ook grote voorzichtigheid en in principe zijn direkte waarnemingen aan levende 
weefsels (Grantham et al. 1969, 1971) betrouwbaar.
Alvorens van een algemene toepasbaarheid van de genoemde hypothese kan wor­
den gesproken, zal nog uitvoerig onderzoek nodig zijn. Daarbij zal vooral ook
- 2 -
een verklaring gevonden moeten worden voor het feit dat - ondanks de veronder­
stelde overeenkomst in funktie van de "kanalen" - in werkelijkheid in de diver­
se epitheliën een grote verscheidenheid aan oppervlaktemembraanstrukturen en 
differentiaties bestaan (intercellulaire spleten, intracellulaire canaliculi, 
basale inplooiingen, laterale interdigitaties, microvilli van zeer variabele 
lengte en/of pakking, apicale inplooiingen en interdigitaties etc.).
Voor een zo volledig mogelijke integratie van strukturele en funktionele 
gegevens zal met name gedetailleerde informatie over de subcellulaire lokali­
satie van de betrokken pompsystemen (i.h.b. Na+-K+-ATPase) onmisbaar zijn.
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek wil daartoe een bijdrage leveren.
In hoofdstuk 2 vorden enige eigenschappen van het Na+-K+-ATPase systeem 
beschreven. Een goed begrip vereist een kenschetsing van de relatie tussen dit 
enzymsysteem en het aktieve Na-transport.
In hoofdstuk 3 wordt een overzicht gegeven van de mogelijkheden voor cel­
lulaire lokalisatie van het Na+-K+-ATPase. Naast de cytochemische lokalisatie 
van het enzymsysteem volgens het Gomori-principe komen ook de mogelijkheden van 
lokalisatie door celfraktionering en mikrodissektie ter sprake. Bovendien wordt 
de mogelijkheid voor lokalisatie van dit enzymsysteem d.m.v. cyto-immunologie 
besproken. Ook vordt de subcellulaire lokalisatie van het natriumion volgens de 
methode van Komnick behandeld, die ons een indikatie geeft omtrent de lokalisa­
tie van dit enzymsysteem. Tenslotte wordt de mogelijkheid besproken om m.b.v. 
de enzyminhibitiemethode het Na+-K+-ATPase te lokaliseren. Daarbij kan een 
fluorescerende remmer of een radioaktief gemerkte remstof gebruikt worden.
Onze keuze is gevallen op het tritium-gemerkte ouabaine. Het radioaktieve oua- 
baine wordt na koppeling aan het enzym gedetecteerd m.b.v. de autoradlografie.
Ons onderzoek is gericht op de bruikbaarheid van deze radioaktieve inhibitor 
methode als cytochemische procedure voor de lokalisatie van het Na+-K+-ATPase.
In hoofdstuk b wordt de uitrastruktuur van de nier besproken. Daar de nier 
door ons steeds d.m.ir. een perfusie gefixeerd werd, worden daarbij ook de chi­
rurgische techniek en het perfusiesysteem behandeld.
In hoofdstuk 5 wordt de binding van het ouabaine onderzocht, waarbij reke­
ning wordt gehouden met een aspecifieke binding naast de specifieke binding. 
Nadat.uit verschillende diersoorten de cavia als proefdier gekozen is, wordt 
gezocht naar de omstandigheden, waaronder de verhouding specifiek/aspecifiek 
gebonden ouabaine zo hoog mogelijk is. Niet alleen worden incubatieëxperimenten 
(immersie en perfusie) uitgevoerd aan vers weefsel, maar ook aan gefixeerd weef­
sel.
In hoofdstuk 6 komt de vriesdroogprocedure ter sprake, die door ons gebruikt
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is om het uitspoelen van het radioaktieve ouabaine, gekoppeld aan het enzym­
systeem, zo veel mogelijk te voorkomen.
In hoofdstuk 7 worden de lichtmikroskopische en elektronenmikroskopische 
autoradiografische experimenten aan de nier besproken, die gebaseerd zijn 
op de resultaten van de hoofdstukken *+, 5 en 6.
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Hoofdstuk 2. Het Na+-K+-ATPase systeem
2.1 Inleiding
Om dit enzymsysteem te kunnen lokaliseren, dient men de beschikking te 
hebben over die specifieke gegevens van het enzym waardoor het zich van an­
dere enzymen onderscheidt. Kennis van zijn eigenschappen stelt ons in staat 
een bepaalde lokalisatiemethode kritisch te beoordelen. Indien er specifieke 
remmers bestaan, nodigt dit uit de "labelled inhibitor" methods als cyto- 
chemische procedure toe te passen. Het gegeven dat het systeem gebonden is 
in of aan membranen is van belang bij het isoleren respektievelijk differen­
tiëren van celfrakties. Om 4e skala van mogelijkheden voor een lokalisatie 
te kunnen overzien en de methoden zelf beter te begrijpen, zullen we enige 
eigenschappen van het enzymsysteem en het reaktieverloop kort behandelen.
• • • •Voor een beter fysiologisch begrip zal ook de relatie tussen het Na -K - 
ATPase en het aktieve Na+-transport aandacht krijgen.
2.2 Eigenschappen van het Na+-K+-ATPase systeem
In een membraanfraktie van een pootzenuwhomogenaat van de krab Carcinus
maenas ontdekte Skou in 1957 een adenosinetrifosfaat hydrolyserend enzym-
. . . . . 2+ systeem, waarvan de aktiviteit afhankelijk was van Mg , en geaktiveerd werd
door Na+ en K+. Het systeem wordt door de volgende eigenschappen gekarak­
teriseerd.
Bij het toevoegen van slechts één der genoemde univalente'kationen aan het
2+medium, dat het enzymsysteem, alsmede ATP en Mg , bevat, ziet men geen ak- 
tiviteitsstijging.
Bij de gecombineerde toediening van beide kationen ziet men niet alleen een
aktiviteitsstijging, maar ook een uiterste gevoeligheid voor kleine concen-
• . . • p+ tratieverandenngen. Voor de volledige aktivering van het enaym zijn Mg -
ionen nodig in dezelfde concentratie als het ATP.
Het enzym is niet specifiek voor wat betreft het substraat; naast ATP 
kunnen andere nucleoside trifosfaten gehydrolyseerd worden, echter met een 
aktiviteit die vele malen lager is. Dit enzym vertoont duidelijk het ver­
schijnsel van produktinhibitie met ADP, zodat er een feed-back regulatie 
van de enzymaktiviteit bestaat. Bij equimolaire hoeveelheden van 2 mM ATP 
en ADP is er een remming van Uoj£ (Charnock et al. 1968).
Het Na+-K+-ATPase wordt door het hartglycoside ouabaine (strophanthin-G)
• • • . — Hspecifiek en in een concentratie van 10 M reeds volledig geremd, waarbij er
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een antagonisme bestaat tussen het K -ion en het ouabaine. Op deze twee as-
pekten zal nog uitvoeriger worden teruggekomen (hoofdstuk 5.2). Het enzym
8 Qwordt door zeer lage ouabaine concentraties (10 -10 M) in geringe mate 
gestimuleerd.
Men spreekt bij voorkeur over een 
enzymsysteems daar het enzym ten 
minste twee volgreakties kataly­
seert, een fosforylering, geakti-
+ 2+ veerd door Na en Mg , en een
defosforylering, geaktiveerd door 
K+-ionen en geremd door ouabaine.
Er bestaan reeds lang aanwijzin­
gen dat lipiden en met name fos- 
folipiden een rol spelen bij het 
functioneren van het enzymsysteem.
(Judah et al. 196U). Daar gebonden ouabaine betrekkelijk gemakkelijk kon 
worden verwijderd door een methanolextraktie, vermoeden Albers et al. (1968) 
een interaktie van ouabaine met lipofiele strukturen. Bij een poging tot 
zuiveren van het enzymsysteem vinden Harris et al. (1971) een bindingska- 
paciteit voor ouabaine, die evenredig is aan het fosfolipidegehalte. op 
grond waarvan zij veronderstellen dat de lagere Na+-K+-ATPase aktiviteit 
te wijten is aan een voorafgaande extraktie van fosfolipiden. Taniguchi
et al. (1973) constateren dat een behandeling met fosfolipase A van een
+ + . . . .Na -K -ATPase bevattende runderhersenenfraktie de ouabaine bindingskapa-
citeit reduceert tot k0% van de normale waarde. De bindingskapaciteit her­
stelt zich na toevoeging van fosfatidylserine of fosfatidylinositol.
Het molekuulgewicht van het enzymsysteem varieert afhankelijk van cel­
type en methode van isoleren sterk. Door Stein et al. (197*0 wordt een 
literatuuroverzicht gegeven van de gevonden waarden voor het molekuulge­
wicht. Het Na+-K+-ATPase is te onderscheiden in êên zware a-polypeptideketen. 
(M = 84000-139000 ) en een of meerdere lichte B-ketens (M » 35000-57000).
Voor gedetailleerde biochemische gegevens verwijzen wij naar Bonting
(1970).
(Rhamnose)' OH
Figuur 1. Formule ouabaine
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2.3 Het Na+-K+-ATPase systeem in relatie tot het aktieve kationentransport
Dunham et al. (1960) komen tot de conclusie dat het Na+-K+-ATPase 
systeem in nauwe relatie staat met het aktieve transport van natrium- en 
kaliumionen over membranen. Uit experimenten met velerlei typen cellen, 
weefsels en organen blijkt dat natriumionen tegen een elektrochemische gra­
diënt in vanuit het celplasma naar buiten getransporteerd worden. De energie 
voor dit transport is afkomstig van het ATP. Er blijkt een relatie te be­
staan tussen de activiteit van het transport en de kaliumconcentratie 
buiten de cel. Karakteristiek voor dit aktieve kationentransport is ook de 
remming door ouabaine. Op grond van deze bevindingen formuleert Skou (1965) 
een aantal eisen waaraan een kationentransportsysteem moet beantwoorden om 
tot een identifikatie en isolatie hiervan te kunnen komen.
1) Het transportsysteem moet gelokaliseerd zijn in membranen.
2) Het systeem dient in de cel een hogere affiniteit te bezitten voor natrium 
dan voor kalium, en buiten de cel een hogere affiniteit voor kalium dan 
voor natrium.
3) Het systeem dient voorts een ATP-hydrolyserend enzymsysteem te bevatten 
waarbij de vrijgekomen energie wordt gebruikt voor het transport van 
ionen.
1») De hydrolysesnelheid dient afhankelijk te zijn van de natriumionenconcen- 
tratie in de cel en van de kaliumionenconcentratie buiten de cel.
5) Tenslotte dient het transportsysteem in alle cellen voor te komen, waar 
een aktief gekoppeld transport van natrium- en kaliumionen plaatsvindt.
Het blijkt dat het Na+-K+-ATPase systeem aan al deze eisen voldoet.
Ad 1) Bonting et al. (1962) stellen dat het enzymsysteem in een groot aantal 
weefsels en organen voorkomt en gebonden is in of aan de celmembraan.
Ad 3) Linn (1971) resumeert dat onder de in de natuur voorkomende hoogener- 
getische fosfaatverbindingen alleen het ATP effektief in staat is de 
natriumpomp gaande te houden.
Nu het steeds waarschijnlijker wordt dat beide systemen identiek zijn, zijn 
een aantal additionele criteria opgesteld.
6) Er dient een nauw verband te bestaan tussen het effekt van hartglycosiden 
op het kationentransport in de intakte cel en het effekt op het Na+-K+- 
ATFase systeem.
7) Het enzymsysteem dient dezelfde kwantitatieve betrekking te hebben tot 
natrium- en kaliumionen als het transportsysteem.
Ook aan deze twee blijkt te zijn voldaan: het effekt van de hartglycosiden 
op de aktiviteit van het enzym vertoont een nauwe correlatie met het effekt
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op het kationentransport zowel wat betreft: a) de concentratie van het hart- 
glycoside, waarbij het transport geremd wordt, b) de invloed van verschil­
lende typen van hartglycosiden, en c) de plaats van aktie op de twee systemen. 
Zie Skou (1965). Door Bonting et al. (196U) wordt een stoichiometrische ver­
houding gevonden tussen de hoeveelheid aktief getransporteerd natrium en de 
hoeveelheid gehydrolyseerd ATP door het Ha+-K+-ATPase in een zestal verschil­
lende typen weefsels. De hydrolyse van één molekuul ATP resulteert in het 
transport door de celmembraan van drie natriumionen. Bij erythrocyten worden 
daarbij gekoppeld twee kaliumionen naar binnen getransporteerd (Sen et al.
196U)• Deze verhouding van 3 Na+-ionen per molekuul ATP is inmiddels voor 
een groot aantal weefsels bevestigd (Bonting, 1970).
Het verband tussen deze twee systemen wordt in vele weefsels aangetoond. 
Aan de hand van een experiment van Epstein (-969) willen wij een illustratief 
voorbeeld geven. Door het induceren van veranderingen in de Na+-K+-ATPase 
aktiviteit in de rattenier krijgt hij een beter inzicht in de fysiologische 
betekenis van dit enzym. Door unilaterale nephrectomie, waarbij de resterende 
nier hypertrofieert, krijgt deze een verhoogde glomerulaiee filtratie en een 
adaptieve grotere natriumreabsorptie. Hieraan parallel adapteert ook het 
+ + • • •Na -K -ATPase systeem en vertoont een verhoogde aktiviteit.
2.k Over het mechanisme van de Na+-K+-ATPase reaktie.
Vele waarnemingen duiden op een stapsgewijze hydrolyse van het ATP
(Albers et al. 1968, Skou 1971, Ernst 1972). Deze hydrolyse zou uiteenvallen
2+ + . . . in een Mg en Na -afhankelijke fosforylenng onder invloed van een kinase
en een K+-afhankelijke defosforylering onder invloed van een fosfatase. Daar 
^ , , , het Na -K -ATPase een omzetting van ATP naar ADP katalyseert* waarbij echter 
geen P^ direkt vrijkomt, wordt algemeen aangenomen dat een gefosforyleerd 
tussenprodukt ontstaat. De fosfaatgroep is gebleken gebonden te zijn aan 
een L-aspartyl-groep van het enzym (Post et al. 1973). Nadien zijn er aan­
wijzingen verkregen dat er meerdere fosfo-enzymen uit of naast elkaar ont­
staan (Skou 1971, Skou et al. 1971, Sen et al. 1969). Aangaande de eaakte rol 
van deze gefosforyleerde tussenprodukten kan nog geen uitsluitsel verkregen 
worden (Skou 1971). Verscheidene studies van Ernst (19725 aan gedeeltelijk
• H* t , , + . .gezuiverde preparaten van het Na -K -ATPase wijzen op een K -afhankelijke 
fosfatase, die op grond van een zelfde asymmetrie ten op zichte van substraat 
en aktiverende ionen,dezelfde remming van ouabaine en een constante verhou­
ding Na+-K+-ATPase aktiviteit:fosfatase aktiviteit, waarschijnlijk als laat­
ste fosfatase stap van het Na+-K+-ATPase systeem gezien moet worden.
In het voorafgaande deel is reeds op de nauwe relatie tussen dit enzym­
systeem en het ionentransport gewezen. Wanneer de Na+- en K+-ionen die het
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enzymsysteem aktiveren dezelfde zijn die getransporteerd vorden, dan moet er 
een cyclische verandering in affiniteit optreden om het transport te bewerk­
stelligen. Albers et al. (1968) hebben als vele anderen uitgaande van deze 
veronderstelling een hypothetisch schema opgesteld, vaarin door middel van 
allosterische veranderingen ten gevolge van de fosforylering en defosfory- 
lering van het enzym deze cyclische verandering in affiniteit verklaard vordt 
(figuur 2).
Figuur 2
Nadat in een eerste fase het enzymcomplex in de cis-vorm in aanwezigheid
+ 2+ . +van Na en Mg gefosforyleerd vordt, vordt hierdoor het transport van Na
vanuit de binnenzijde naar de buitenzijde van de cel beverkstelligd door de 
allosterische conversie van het enzym van de cis- naar de trans-vorm.Samen- 
hangend met de conversie vordt de affiniteit van het enzymcomplex aan de 
extracellulaire zijde groter voor K+ dan voor Na+, zodat er een uitvisseling 
van Na+ tegen K+ optreedt. Robinson (1973) toont aan dat de affiniteit van 
de K+-plaatsen aan de buitenkant van het membraan na het ontstaan van het 
fosfo-enzym toeneemt, zodat K+ gebonden vordt, zèlfs bij hoge Na+-concentra- 
ties. Deze uitvisseling van Na+ tegen K+ aktiveert de hydrolyse, vaardoor de 
trans-vormvanhet enzym instabiel vordt en terugkeert naar de cis-vorm. Intra­
cellulair vordt het K+ uitgevisseld tegen het Na+.
Ofschoon dit schema een inzichtelijk fcuimtelijk idee geefit van het reak- 
tieverloop, vordt niet ingegaan op de stoichiometrische verhouding van het
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transport van 3 natriumionen en 2 kaliumionen bij de hydrolyse van 1 mole- 
kuul ATP. Het in dit schema weergegevene kan samengevat worden in de volgen­
de reaktievergelijkingen:
E + ATP E.ATP «-*■ E1 'V'P + ADP — ► Eg-P + ADP ■+ E + P^  + ADP, 
waarbij E ^ P  een hoogenergetische verbinding is die met toegevoegd ADP het 
ATP vormt, en waarbij E^-P een laagenergetische verbinding is die in aanwe­
zigheid van K+ gehydrolyseerd wordt (Fukushima et al. 1973). Albers et al.
2+(1968) veronderstellen dat bij een hoge Mg -concentratie alleen E^-P voor­
komt, terwijl bij een lage concentratie zowel E ^ P  als E^-P voorkomen. De 
gehele reaktie resulteert in een omzetting van de chemische energie van het 
ATP door middel van hydrolyse in een beweging van kationen tegen een electro- 
chemische gradiënt in.
In tegenstelling tot Albers et al. (1968) veronderstellen Fukushima et 
al. (1973) niet één maar twee hoogenergetische tussenprodukten, respectieve­
lijk met en zonder gebonden ADP:
■ ADPE + ATP +-*■ E..ATP «-*■ E„.ATP ■*-*■ E _ «-»■ E<V;P + ADP— *- E + P. + ADP1 2 »vP 1
Fahn et al. (1966) stellen het volgende reaktieschema voor, gebaseerd
2+ +op de waarneming dat de beheefte aan Mg voor de Na -afhankelijke ATP — ► ADP 
omzetting veel kleiner is dan voor de Na+ en K+-afhankelijke hydrolyse:
E + Mg2+ «— i► Mg-E
Na+
M g -E  +  ATP M g -E 1 <\<P +  ADP
M g -E 1 ^ P ‘ + Mg2 +  «— ► M g -E 1 'Vi P-M g 
M g-E  <\,P-Mg ^N a? l M g -E  -P -M g  
+
Mg-Eg-P-Mg + H20 ■%— * Mg-E + ?i + Mg2+
2+ . . .Het eerste Mg -ion, waarvoor het enzymsysteem de hoogste affiniteit heeft,
is noodzakelijk voor de reaktie met ATP en de vorming van het fosfo-enzym 
2+ .Mg-E ^ P. Het tweede Mg -ion is nodig voor de transformatie van Mg-E^P
tot Mg-E-P-Mg, welke fosfo-vormniet met ADP reageert maar met K+.
Uit experimenten van Post et al. (1969) komt naar voren dat bij een 
2+lage Mg -concentratie ten opzichte van ATP een toevoeging van ADP leidt
+ 2+ tot defosforylering, terwijl K geen effekt heeft. Bij een hoge Mg -con­
centratie leidt K+ tot een snellere defosforylering, terwijl ADP nauwelijks 
effekt heeft.
2+De vorming van het fosfo-enzym onder invloed van ATP en Mg leidt tot
2+een toenemende behoefte aan en een veranderde affiniteit voor Mg . In aan-
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+ 2+vezigheid van ATP reageert het enzymcomplex met Na en Mg , vaarbij de affi-
2+ . . + niteit voor Mg zeer groot is. Voor de vorming van het K -gevoelige fosfo-
2+enzym is de behoefte aan Mg groter. Dit veronderstelt dat de vorming van
+ 2+Mg-E 'VP de verschuiving veroorzaakt in de interaktie tussen Na en Mg en2+hierdoor de toenemende behoefte aan Mg voor de volgende stappen. Skou (1971)
stelt op grond hiervan het volgende reaktieschema op:
E 1 + Na+ ■*-*■ N a -E . + ATP * -*■  N a -E .-A T P  + Mg^+ •»-»- N a-M g-E .-A T P  
2+Bij lage Mg -concentraties verloopt de reaktie als volgt:
Na-Mg-E.-ATP--► Na-P-E + Mg2+ + ADP
. . . .  2+Deze fosfo-vorm is met in staat ouabaine te binden. Bij een hoge Mg -con­
centratie spelen zich de volgende reakties af:
Na-Mg-Ej-ATP ► Na-Mg-P-E2 + ADP of Na+ + Mg-P-E2 + ADP
vaarbij fosfo-enzymen ontstaan die gevoelig zijn voor K+, en reageren met
ouabaine.
Na dit summiere overzicht verwijzen wij voor gedetailleerde gegevens 
naar Skou (1971)» Chamock et al., (1968), Fukushima et al. (1973), Stein et 
al. (1971*) en Bonting (1970).
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Hoofdstuk 3. Methoden voor de lokalisatie van het Na+-K+-ATPase systeem
3.1 Cytochemische lokalisatie van het Na+-K -ATPase volgens het Gomori-principe.
Lokalisatie van fosfatasen in situ is in principe mogelijk door het
vrije fosfaat, eindprodukt van de fosfatase-reaktie, cytochemisch neer te
2+ 2+ p+slaan met een zwaar metaalion, zoals Ca , Pb of Sr Dit neerslaan dient 
snel en op de plaats van de enzymaktiviteit te geschieden om diffusie van 
het te voorkomen. Door een geschikte voor-fixatie, bijvoorbeeld met al- 
dehyden, kan een goede lokalisatie bereikt worden. Deze fixatie draagt ener­
zijds zorg voor een goed behoud van de ultrastruktuur, terwijl anderzijds 
de enzymaktiviteit niet volledig geremd wordt. Het is belangrijk het weef­
sel na de fixatie goed te spoelen om verdere interaktie tussen het fixerende 
agens en de enzym-molekulen te voorkomen. Voor de incubatie moet gebruik ge­
maakt worden van dunne (vries)-coupes om een toereikende penetratie van sub­
straat en invangend ion te verzekeren.
2+Ten aanzien van de cytochemische reakties, die Pb als invangend ion 
gebruiken, bestaan er enige problemen.
1) Daar het loodion in het incubatiemedium in oplossing moet blijven, moet 
van het gebruik van fosfaat- of carbonaatbuffers worden afgezien. Zelfs moet 
voor alle oplossingen vers gedestilleerd water gebruikt worden om de vorming 
van loodcarbonaat tegen te gaan. Het gebruik van bepaalde enzym-remmers zo­
als cysteïne moet vermeden worden, daar zij het loodion cheleren.
2) Het loodion dient enerzijds in grote overmaat aanwezig te zijn om het P.
2+ . . .  1 direkt neer te slaan. Anderzijds remt Pb echter sterk de enzymaktiviteit,
reden waarom een lage loodconcentratie gewenst is.
3) Er treedt een niet-specifieke binding van lood op met o.a. di- en tri- 
fos fat en.
De meest frekwent gebruikte en nog meer bekritiseerde methode voor het 
histochemisch aantonen van nucleoside fosfatasen werd door Wachstein en 
Meisel geïntroduceerd in 1957. Het vrije fosfaat wordt in de vorm van lood- 
fosfaat neergeslagen. Rosenthal et al. (1966), Moses et al.(1966) en Tice
(1969) komen echter tot de conclusie dat de neerslagvorming bij de methode 
volgens Wachstein-Meisel eerder op basis van een door lood gekatalyseerde 
hydrolyse van ATP of andere nucleoside fosfaten verklaard kan worden dan 
door enzymatische aktiviteit. Zij oefenen kritiek uit op deze methode op 
grond van de volgende gegevens:
a) Pb^+-ionen remmen het Mg^+-ATPase en vooral het Na+-K+-ATPase;
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2+ t _b) Pb -ionen katalyseren de niet-enzymatische ATP-hydrolyse;
2+c) het reaktieprodukt bevat naast Pb -ionen en fosfaat ook nucleosiden;
d) de componenten van het incubatiemedium reageren met elkaar, zodat er va­
riaties in het neerslagpatroon ontstaan;
e) het neerslag ten gevolge van enzymatische en niet-enzymatische hydrolyse 
van ATP wordt op dezelfde plaatsen aangetroffen;
f) de remmers van het Na+-K+-ATPase veranderen de affiniteit van lood voor 
de weefselcomponenten.
Novikoff (1963, 1967) voert de volgende argumenten aan voor de stelling 
dat de Wachstein-Meisel procedure slechts neerslag ten gevolge van enzyma­
tische hydrolyse te zien geeft:
a) bij U°C treedt sterke plasmamembraankleuring op, hoewel hij deze tempera­
tuur de niet-enzymatische hydrolyse minimaal is;
b) plasmamembraankleuring treedt slechts op met ATP als substraat, en niet
2+met ADP als substraat ofschoon Pb -ionen ook de hydrolyse van ADP kata­
lyseren ;
c) sommige nucleoside fosfaten, zoals IDP dat gevoelig is voor niet-enzyma­
tische hydrolyse, geven slechts kleuring te zien in het endoplasmatisch 
reticulum, terwijl ATP kleuring te zien geeft in plasmamembranen;
d) met sommige specifieke ATPase remmers, zoals NaF en p-chloromercuriben- 
zoaat, die de niet-enzymatische hydrolyse niet remmen maar zelfs stimu­
leren, wordt geen plasmamembraankleuring gezien;
2+e) bij een verhouding ATP : Pb groter dan 1 is de niet-enzymatische hy­
drolyse niet signiffcant.
Ook gaan Novikoff et al. (1961) nader in op de specificiteit van de me­
thode volgens Wachstein-Meisel. Daar in formol-calcium gefixeerd weefsel 
noch pH-veranderingen in het bereik van 5,5 - 7>9 » noch natriumionen of 
ouabaine een duidelijk aantoonbaar effekt op de kleurintensiteit te zien
geven, en er ook geen verschillend effekt te zien is op de kleurintensiteit
2+ 2+bij het vervangen van Mg door Ca , terwijl biochemisch het aangetoonde
2+enzym m  subcellulaire frakties door Ca geaktiveerd wordt, veronderstellen
+ 2+ . zij dat het enzym niet door Na , maar door Ca gestimuleerd wordt. Op grond
van de ongevoeligheid voor ouabaine komen Bonting et al. (1962) en Tormey
(1966) eveneens tot de conclusie dat het Wachstein-Meisel medium slechts in 
geringe mate Na+-K+-ATPase aantoont.
Veel variaties zijn aangebracht in de Wachstein-Meisel procedure om de 
bezwaren, die het loodion met zich meebrengt, te alimineren. Marchesi et al.
(1967) beweren biochemisch nog een duÊdelijke Na+-K+-ATPase aktiviteit aan
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te tonen in niet gefixeerde ghosts van erythrocyten 'bij een reduktie van
de loodionconcentratie tot 0,5 mM. Tormey (1966) suggereert de mogelijkheid
een medium samen te stellen waarin door het cheleren van het loodion de
remmende 'werking van het lood op het enzym wordt opgeheven. Een dergelijk
loodkomplex met behulp van 3,2 mM Na-K-tartraat of Tiron laat 85$ van de
Ha+-K+-ATPase aktiviteit van een membraanfraktie van de hartspier van de
cavia over in aanwezigheid van 2,5 mM Fb (Schulze et al. 1971). In hoe-
2+verre de aktiviteit van het Mg -ATPase en de andere ATPasen beïnvloed wordt
2+ 2+ door de competitie van het Pb -ATP complex en het enzym om het Mg is
niet duidelijk.
Om na te gaan of met behulp van complexantia een medium kon worden 
samengesteld dat het Na+-K+-ATPase histochemisch aantoont, worden verschil­
lende media eerst biochemisch onderzocht (v.Dijk 1973). De onderzochte 
complexantia hebben zelf geen remmende werking op het Na+-K+-ATPase. Tar- 
traat (27,5 mM) en cysteïne ( 2 mM ) zijn niet in staat de remmende werking
2+ 4- +van 2 mM Pb op het Na -K -ATPase op te heffen. Beide reagentia vormen bo­
vendien met lood een neerslag. EDTA (2 mM) heft de remmende werking van lood 
(2 mM) op het enzym op, maar bindt het lood zo sterk dat 3,8 mM orthofosfaat 
geen neerslag geeft. Na toevoeging van orthofosfaat aan een inkubatiemedium 
dat ook Tiron (3-30 mM) bevat, ontstaat wel een loodfosfaatneerslag. Het 
incubatiemedium met 2 mM Fb(N0 ) , 30 mM Tiron bij een pH van 7»*+ geeft een 
+ + ^behoud van de Na -K -ATPase aktiviteit van 73%, en met 0,5 mM Pb(N0 )„ van
2+ . .98$. Mg -ATPase wordt daarentegen door Tiron geremd. In de gebruikte incu-
batiemedia treedt geen non-enzymatische hydrolyse van ATP op. Een incubatie­
medium, dat 80% van de Na+-K+-ATPase aktiviteit van een cortexhomogenaat van
2+de cavianier overlaat en slechts Uojf van de Mg -ATPase aktiviteit (0,1 M 
Tris-HCl buffer, 'pH = 7,k, 2 mM ATP, 2 mM Fb(N03)2, 55 mM NaCl, 5 mM KC1,
2 mM MgClg» 0,1 mM EDTA en 10 mM Tiron) wordt door ons histochemisch getest. 
Er wordt evenwel geen neerslag aangetroffen in de cortex van de nier van de 
cavia. Een mogelijke reden hiervoor is dat het vrije fosfaat in een te ge­
ringe concentratie aanwezig is om het lood aan het lood-Tiron-complex te 
onttrekken.
Zoals reeds opgemerkt valt de hydrolyse van ATP door hét Na+-K+-ATPase
2+ +uiteen in twee stappen: een Mg -en Na -afhankelijke fosforylenng van het 
enzym door ATP en een ouabaine-gevoelige, K+-afhankelijke defosforylering 
van het tussenprodukt. Ernst (1972 a, 1972 b) introduceerde een cytoche­
mische procedure, waarbij met behulp van p-nitrophenylfoafaat als substraat 
en strontium als invangend ion bij een pH van 9,0 een K+-afhankelijke
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ouabaine-gevoelige fosfatase wordt aangetoond. Deze K+-afhankelijke fosfa­
tase aktiviteit is waarschijnlijk identiek met de tweede stap van de hydro­
lyse van het ATP door het Na+-K+-ATPase. In een biochemisch onderzoek van 
Stefanovic et al. (197*0 aan de cortex, cerebellum, hypothalamus, pons en 
medulla van de hersenen van de muis laten het Na+-K+-ATPase en het K+-geak- 
tiveerde, ouabaine-gevoelige p-nit»ophenylfosfatase een zelfde verdelings- 
patroon zien.
Cytochemische experimenten van Ernst (1975) aan de rattenier laten zien 
dat het K+-afhankelijke p-nitrophenylfosfatase voornamelijk gelokaliseerd 
is aan de cytoplasmatische zijde van de baso-laterale plasmamembranen van 
de distale tubulus, en in mindere mate van de verzamelbuis, terwijl dit en­
zym in de proximale tubulus slechts in zeer geringe mate. aanwezig is. Ana­
loge experimenten van Guth et al. (197*0 aan de cavianier laten een neer­
slag zien dat voornamelijk in de distale tubulus is gelokaliseerd. Na incu­
batie in aanwezigheid van ouabaine wordt geen neerslag aangetroffen. Eigen
experimenten aan de cavianier volgens de methode van Ernst laten echter een
-2enzym zien dat ongevoelig is voor 10 M ouabaine.
Weliswaar gebruiken Ernst et al. (1970) voor de lokalisatie van het
K+-afhankelijke p-nitrophenylfosfatase strontium in plaats van lood, maar
2+ook strontium remt het enzym sterk. Zo remt 20 mM Sr volgens Ernst et al.
(1970) de p-nitrophenylfosfatase aktiviteit in vers weefsel volledig, ter­
wijl slechts 17? van de enzymaktiviteit in gefixeerd weefsel overblijft.
Het pH optimum voor het K+-afhankelijke p-nitróphenylfosfatase ligt bij 9»0. 
Daar het optimum voor het Na+-K+-ATPase 7.2 is, rijst de vraag of het p- 
nitrophenylfosfatase inderdaad de laatste stap is in het reaktieschema van 
het Na+-K+-ATPase.
3.2 Lokalisatie van het Na+-K+-ATPase aan de hand van celfraktionering.
Een scheiding van het weefsel naar zijn subcellulaire componenten biedt 
in principe de mogelijkheid een sterke concentratie van de in de frakties 
gelokaliseerde enzymaktiviteiten te verkrijgen. Hier ligt een algemeen prin­
cipe aan ten grondslag, namelijk dat iedere subcellulaire struktuur zijn 
eigen biochemische karakteristieken heeft. Het uitvoeren van een dergelijke 
fraktionering en het testen van het verdelingspatroon van het enzym in de 
verschillende frakties zal ons een indruk van een subcellulaire lokalisatie 
verschaffen waarvan de betrouwbaarheid afhangt van de zuiverheid,waarmee de 
frakties kunnen worden bepaald.
Uitgaande van een bepaald weefsel wordt men direkt geconfronteerd met
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de diversiteit van celtypen in het weefselverband, zoals bloedcellen, ze- 
nuw- en bindweefselcellen. Voor dit probleem bestaan twee oplossingen: men 
gaat uit van een suspensie van individuele cellen om vervolgens de verschil­
lende typen te scheiden, of men gaat uit van celcultures. Bovendien dient 
men zich te realiseren dat bv. een membraanfraktie niet uniform is. Zij be­
staat uit fragmenten afkomstig van het plasmamembraan, het endoplasmatisch 
reticulum en het Golgi-systeem. Ook kan het plasmamembraan van één cel hete­
rogeen zijn: apikale, laterale en basale membranen kunnen duidelijke ver­
schillen vertonen in bestudeerde enzymaktiviteit.
Bij celfraktionering doet zich bovendien het probleem voor dat bij het 
isoleren van een fraktie enzymen geïnaktiveerd kunnen worden door conforma- 
tieveranderingen van eiwitten of het verwijderen van funktionele componen­
ten zoals fosfolipiden. Er is bv. een duidelijk onderscheid in het gedrag 
van het Na+-K+-ATPase in een mikrosomale fraktie en een plasmamembraanfrak- 
tie van de nier van de rat (Schmidt et al. 1971 b). Ofschoon in beide frak- 
ties een verhoogde enzymaktiviteit te zien is ten op zichte van het homoge- 
naat geeft adrenalectomie een reduktie van de enzymaktiviteit in de mikro­
somale fraktie, terwijl in de plasmamembraanfraktie een aktiviteitsstijging 
te bemerken valt.
Bij het onderzoek naar het effect van verschillende bereidingswijzen
• • ^ ")■ . • » van een membraanfraktie uit erythrocyten op de Na -K -ATPase aktiviteit
vinden Hanahan et al. (1973),dat zowel de samenstelling van de hemolyse-
buffer, zijn osmolaritèit, zijn pH als het restpercentage hemoglobine een
grote invloed hierop hebben.
Identifikatie van de frakties kan geschieden met behulp van het elek- 
tronenmikroskoop wanneer er duidelijk morfologische kriteria voorhanden 
zijn óf door middel van een marker (bv. een marker-enzym) waarvan de loka­
lisatie in situ bekend is. Het gevaar bestaat dat men uitspraken doet aan 
de hand van plasmamembraanfrakties over de verdeling van enzymaktiviteiten 
zonder rigoreus te zijn in de keuze van plasmamembraanmarkers en zonder 
deze frakties grondig op contaminatie met andere subcellulaire componenten 
te analyseren. Zo kunnen bij het isoleren van plasmamembranen van de lever 
"junctional complexes", grote membraanfragmenten en mikrovilli adekwate 
morfologische kriteria vormen voor een identifikatie. Dit is echter niet 
voldoende om contaminatie met andere stukturen uit te sluiten.
Er kunnen verschillende typen markers gebruikt worden om frakties 
te identificeren:
1) Een zogenaamd ecto-enzym, in het plasmamembraan gesitueerd, waarvan de
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aktieve plaats naar het externe medium gericht is. Enige voorbeelden zijn 
het ectoglyceraldehyde-3-fosfaat dehydrogenase en het ectofosfoglyceraat 
kinase bij humane erythrocyten, en bij Ehrlich en Hela tumorcellen (Sgren 
et al. 1969, 1971) en het ectofosfatase bij epitheelcellen van de ratte- 
darm (Rothstein et al. 1953).
2) Verwijdering van een marker door een enzymbehandeling duidt bij het in­
takt blijven van de cellen op de aanwezigheid van de marker aan de buiten­
zijde van het plasmamembraan. Een voorbeeld is het siaalzuur dat door het 
neuraminidase, gekoppeld aan agarose bolletjes om penetratie te voorkomen, 
van het plasmamembraan wordt vrijgemaakt (DePierre et al. 1972).
3) Hormonen die aan de buitenkant van intakte cellen gebonden worden.
1») Oppervlakte-anti genen die onderkend worden door het gebruik van speci­
fieke antilichamen.
5) Andere niet-penetrerende reagentia, die hoogmoleculair en sterk geladen 
zijn, en een covalente irreversibele binding aangaan. Zo laten Ohta et al.
(1971) een niet penetrerend derivaat van p-chloormercuribenzoëzuur op in­
takte humane erythrocyten inwerken en constateren, dat het Na+-K+-ATPase 
geremd wordt, terwijl de voor ouabaine niet gevoelige ATPasen onaangetast 
blijven. Alle ATPasen worden geremd wanneer het derivaat aan een membraan- 
fraktie van de erythrocyten wordt toegevoegd. Zij concluderen dat het eiwit 
van het Na+-K+-ATPase systeem naar het externe medium is toegekeerd. De 
aktieve plaats is volgens Whittam (1962) aan de binnenkant van het plasma­
membraan gelegen.
Veel verschillen tussen plasmamembraanpreparaten van één type weefsel 
berusten op verschillen in wijze van homogeniseren. Om de effektiviteit 
van een dergelijke procedure te vergroten,stelt men enige voorwaarden:
1) Er mag geen scheiding optreden tussen de buiten- en binnenmembraan van 
het mitochondrium, waardoor markers die betrekking hebben op het mitochon- 
drium, nutteloos worden.
2) Naarmate membraanfragmenten groter zijn, zijn zij gemakkelijker te 
scheiden van andere Componenten van het homogenaat.
3) Aggregatieartefacten moeten voorkomen worden.
k) Om de kwantitatieve opbrengst te vergroten,dienen zo veel mogelijk 
cellen kapot gemaakt te worden.
Het Na+-K+-ATPase wordt aangetroffen in de ghosts van erythrocyten, 
hetgeen suggereert dat het gelokaliseerd is in het plasmamembraan als een 
membraangebonden enzym. Bonting et al. (1962) vinden dat de kernfraktie van 
een ratteleverhamogenaat enerzijds, en voornamelijk de mitochondriën- en
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mikrosomenfrakties van runderftersenen anderzijds een hoge Na+-K+-ATPase 
aktiviteit hehben. Dit past in het raam van een door hen veronderstelde 
membraanlokalisatie van dit enzym, daar levercelmembranen in de kernfrak- 
tie sedinienteren en hersencelmembraanfragmenten eveneens in de mitochon- 
driën- en mikrosomenfraktie, aldus Bonting et al. De term "mikrosomale" 
lokalisatie voor dit enzym lijkt dus niet juist.
Voor een subcellulaire lokalisatie van het enzym is een analytische 
benadering, d.w.z.: een vergelijken van alle frakties de aangewezen weg, 
meer dari de preparatieve benadering die zich beperkt tot die fraktie die 
het meest met plasmamembranen verrijkt is. Door de verdeling van de hoe­
veelheid enzymaktiviteit in de verschillende frakties te vergelijken met 
de verdeling van de verschillende markers kan men tot een nadere lokalisa­
tie komen zoals uit het werk van Kinne et al. (1971) blijkt. Met behulp 
van centrifugeren in een continue en discontinue sucrose gradiënt en 
carrier-free continue electroforese verkrijgen zij een membraanfraktie 
uit de cortex van de rattenier. Daar het enzym aminopeptidase op grond 
van biochemische en elektronenmikroskopische studies nauw geassocieerd 
is met de borstelzoommembranen, en het alkalische fosfatase in een conti­
nue gradiënt een zelfde lokalisatie laat zien als het aminopeptidase, be­
schouwen zij deze twee enzymen als markers voor borstelzoommembranen. Het
+ + , . . .Na -K -ATPase laat een andere verdeling over de verschillende frakties zien
2+dan het aminopeptidase en het alkalische fosfatase. Het Mg -ATPase, dat 
in alle membranen voorkomt, komt niet alleen voor in de borstelzoomfraktie, 
maar ook in die frakties waarin het Na+-K+-ATPase wordt aangetoond. Aan de 
hand van de verdeling over de verschillende frakties van het zure fosfatase, 
marker voor lysosomen, en van het glucose-6-fosfatase, marker voor het 
glad endoplasmatisch reticulum, kan worden aangetoond dat het grootste ge- 
gedeelte van het Na+-K+-ATPase niet geassocieerd is met deze organellen. 
Frakties die een 15-voudige toename in alkalische fosfatase aktiviteit 
laten zien ten op zichte van het cortex-totaal-homogenaat, tonen 
een afname van de Na+-K+-ATPase aktiviteit, en omgekeerd. Kinne et al. 
komen dan tot de konklusie dat de aktiviteit waarschijnlijk gelokaliseerd 
is in de basüüle inplooiingen van het plasmamembraan.
Door gebruik te maken van preparatieve free-flow electroforese ver­
krijgen Heidrich et al. (1972) twee frakties uit een "ruwe borstelzoom­
fraktie" van de rattelever. De ene fraktie laat een lU-voudig verhoogde 
alkalische fosfatase aktiviteit zien ten op zichte van de "ruwe borstel- 
zoomfraktie" en blijkt elektronenmikroskopisch rijk aan mikrovilli.
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De tweede fraktie bevat een l6-voudig verhoogde Na+-K+-ATPase aktiviteit 
ten op zichte van de "ruwe borstelzoomfraktie" en toont elektronenmikros- 
kopisch plasmamembranen met karakteristieke "junctional complexes". Hun 
bevindingen steunen het gebruik van het Na+-K+-ATPase als een marker-enzym 
voor de basale inplooiingen van de proximale tubulus epitheelcel en het 
alkalische fosfatase voor mikrovilli.
Rostgaard et al. (1971) isoleren uit de cortex van runderhersenen een 
mikrosomenfraktie met een hoge Na+-K+-ATPase aktiviteit. Deze fraktie wordt 
elektronenmikroskopisch geïdentificeerd als mikrosomale vesikels, waarvan 
70-80/5 afkomstig is van borstelzoommembranen van de proximale tubulus epi­
theelcel, en 20-30$ waarschijnlijk afkomstig van laterale en basale plasma- 
membranen. Deze bevindingen zijn in tegenstelling met die van Kinne et al.
(1971) en Heidrich et al. (1972).
Het werken met frakties brengt bezwaren met zich mee. Allereerst is 
het verkrijgen van een zuivere fraktie moeilijk en tijdrovend. Daarnaast 
kunnen, zoals reeds vermeld, bij het isoleren van een fraktie enzymen ge- 
inaktiveerd worden. Ook heeft de wijze van isoleren invloed op de enzymak­
tiviteit. De variabiliteit van weefsels en diersoorten maakt het nodig het 
gebruik van algemean aanvaarde markers zorgvuldig te beschouwen voor elke 
situatie en elk celtype.
3.3 Lokalisatie door mikrodissektie.
Daar eelfraktionering de hierboven genoemde bezwaren met zich^mee­
brengt bij de lokalisatie van enzymen, hebben meerdere auteurs weefselcou- 
pes met behulp van mikrodissektie in histologisch bepaalde fragmenten ge­
scheiden en in deze fragmenten langs chemische weg de enzymaktiviteit met 
behulp van uitramikrotechaieken bepaald. Schmidt et al. (1971 a) hebben 
daarbij zelfs de luminale en basale gedeelten van de proximale tubulus van 
de rattenier gescheiden. Proximale tubuli worden onder een mikroskoop uit 
gevriesdroogde coupes vrij geprepareeerd,waarna luminale en basale gedeel­
ten van de epitheelcellen van elkaar worden gescheiden. De nauwkeurigheid 
van prepareren zal van invloed zijn op de nauwkeurigheid van de uitgevoerde 
lokalisatiereaktie. De Na+-K+-ATPase aktiviteit wordt hier aan de hand van 
het vrijgekomen P^ met behulp van een enzymatisch cyclisch enzymsysteem 
voor de bepaling van pyridine nucleotide bepaald, zodat de methode zeer 
gevoelig is. Het blijkt dat de enzymaktiviteit per kg drooggewicht in het 
basale gedeelte,dat slechts bestaat uit inplooiingen van de basale celmem-
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membraan en mitochondriën, lx. hoger is dan die van een heel proximaal tubu­
lus segment. Daar meerdere auteurs (zie Bonting 1970) de afwezigheid van het 
Na+-K+-ATPase aantonen in de mitochondriale membranen, concluderen Schmidt 
et al. dat dit enzym in de basale inplooiingen gelokaliseerd moet zijn.
In 1962 passen Cummins et al. de dissektie-methode toe om ATPase akti- 
viteiten te bepalen in verschillende segmenten van de laterale vestibulaire 
nucleus bij het konijn. Bij konijnen worden hiertoe van de laterale vesti­
bulaire (Deiter's) nucleus de zenuwcellen en omringende gliacellen met de 
hand vrij geprepareerd. Onder een stereomikroskoop (U00 x) wordt van een 
neuroncel met behulp van een 20-30 ym mes het membraan geïsoleerd. Na twee 
overlangse sneden in het neuron wordt het celmembraan teruggeslagen en wordt 
de celinhoud met een mikropipet verwijderd. ATPase aktiviteit, waaronder 
50? Na+-K+-ATPase aktiviteit, wordt slechts gevonden in het membraan van de 
zenuwcel zelf.
Door middel van mikrodissektie kunnen Bonting et al. (1963) Na+-K+- 
ATPase aktiviteiten in verschillende segmenten van de lens van de kat, het 
kalf en het konijn bepalen. Hiertoe wordt onder een stereomikroskoop het 
voorkapsel . vrijgeprepareerd door met een irisspatel de epitheelcellen er 
af te schrapen. Op dezelfde wijze wordt het achterkapsel verkregen. Nadat 
de Na+-K+-ATPase aktiviteit in de verschillende onderdelen van de lens (voor­
kapsel, epitheel met kapsel, nucleus, cortex en achterkapsel) is bepaald, 
blijkt in het epitheel een zeer hoge Na+-K+-ATPase aktiviteit aanwezig, ter­
wijl in de andere strukturen deze enzymaktiviteit nagenoeg afwezig is.
Daar de Na+-K+-ATPase sterk betrokken is bij het aktieve kationentransport 
in het lensepitheel, veronderstellen zij dat beide systemen identiek zijn.
Voor het onderzoek naar de eigenschappen en de verdeling van het Na+- 
K+-ATPase systeem in de binnenoorstrukturen bij de cavia wordt gebruik ge­
maakt van ultramikrotechnieken (Kuijpers et al 1969). Door zorgvuldig uit­
prepareren van de verschillende middenoorstrukturen kunnen het ligamentum 
spirale en de stria vascularis geïsoleerd worden. Na vriesdrogen van de ge­
hele cochlea kan men met een fijn haar en metbehulp van een mikroskoop ook 
het Reissner's membraan en het orgaan van Corti uitprepareren. De Na+-K+- 
ATPase aktiviteit in de stria vascularis blijkt ongeveer 8x zo groot te zijn 
als in de andere geïsoleerde strukturen. Zij concluderen hieruit dat het 
Na+-K+-AIPase in de stria vascularis een belangrijke rol speelt bij het hand­
haven van de ionengradiënt in de cochlea, met name in de skala media.
De methode van mikrodissektie is daarin beperkt dat een lokalisatie 
slechts verkregen wordt op het niveau waarop men prepareert. Een subcellu-
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laire lokalisatie is dan ook niet mogelijk met deze methode.
3.4 Lokalisatie van het Na+-K+-ATPase met behulp van immunologische technieken.
Met behulp van een antiserum, bereid tegen een zo goed mogelijk gezui­
verd Ha+-K+-ATPase preparaat, kan men het Na+-K+-ATPase sterk remmen. De 
remming van het Na+-K+-ATPase door het antiserum wordt veroorzaakt door de 
binding van het specifieke antilichaam aan de aktieve plaats van het Na+- 
K+-ATPase. Labelling van dit specifieke antilichaam kan ons in principe de 
lokalisatie van het antigeen verschaffen. De belangrijkste voorwaarde, waar­
aan voldaan moet zijn om deze techniek als lokalisatiemethöde toe te passen, 
is de beschikbaarheid van het gezuiverde Ha+-K+-ATPase als antigeen, opdat 
uiteindelijk een specifiek antilichaam verkregen wordt. De bereiding van een 
gezuiverd en aktief Na+-K+-ATPase preparaat wordt steifk bemoeilijkt door het 
feit dat het hier een membraangebonden enzym betreft. Bij isolatie uit het 
membraan is het dan zeer moeilijk om de aktiviteit te behouden.
Voor de elektronenmikroskopische inmninocytochemie dient het label van 
het antilichaam elektronenstrooiend te zijn, en zich aan het antilichaam te 
binden zonder de struktuur van het antilichaam te veranderen. Bovendien dient 
het label stabiel te zijn tijdens de elektronenmikroskopische procedure 
(Nakane 1973).
Bij de inmninocytochemische technieken voor de lokalisatie van intra­
cellulaire antigenen kan onderscheid gemaakt worden in oppervlaktelokalisa- 
tie-procedure (post-embedding staining) en diffusielokalisatie-procedure 
(pre-embedding procedure). Bij de oppervlaktelokalisatie-procedure worden 
dunne coupes van gefixeerd en ingebed weefsel in contact gebracht met immu­
nologische tracers, die liet elektronenstrooiende ferritine, virussen of en­
zymen (peroxidase) kunnen gekoppeld zijn. Deze procedure is geschikt voor 
de detektie van antigenen in door membranen omsloten compartimenten zoals 
secretie granulae, daar deze compartimenten tijdens het vervaardigen van de 
coupes aangesneden worden. Bij de diffusielokalisatie-procedure penetreren 
kleine gemerkte antilichamen in het gefixeerde weefsel vóór het inbedden om 
in contact te komen met de intracellulaire anti ge en-plaat s en (Kraehenbuhl 
et al. 1973).
Ook kan men bij deze immunologische benadering werken met frakties in 
plaats van weefselcoupes. Zo is in experimenten metghosts van erythrocyten 
aangetoond dat de ATP-bindende site van het Na+-K+-ATPase aan de binnenkant 
van de membraan moet liggen. We komen hierop nog nader terug.
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Uit het onderzoek van Jtfrgensen et al. (1973) blijkt dat het antiserum 
van een konijn na imimnisatie met gedeeltelijk gezuiverd Na+-K+-ATPase, af­
komstig van de varkensnier, sterk het Na+-K+-ATPase uit de varkensnier remt 
(83$), maar ook dat uit de konijnenier (53%) en de runderhersenen (.12%).
Het genoemde antiserum blijkt de Ha^ -pompaktiviteit in ghosts van humane ery­
throcyten volledig te remmen wanneer het toegang heeft tot de binnenkant van 
de celmembraan. Controle-serum blijkt geen effekt te hebben, terwijl immuun 
serum, dat alleen toegang heeft tot de buitenkant van de erythrocyten ghosts, 
ook geen effekt heeft. J^rgensen concludeert dan ook dat die faktoren, die 
de antigeeneigenschappen van het Na+-K+-ATPase bepalen ongeacht hun weefsel- 
herkomfct, dezelfde zijn. Omdat het gebruikte Na+-K+-ATPase preparaat uit een 
mikrosomenfraktie niet geheel zuiver was, zullen er meerdere antilichamen 
gevormd zijn, Belangrijk lijkt ons de conclusie van J^rgensen dat uit het 
sterk remmend effekt van dit serum op de enzymaktiviteit en de Na-pompwer- 
king blijkt dat er minstens één antilichaam gevormd is dat zich *met het 
Na+-K+-ATPase systeem bindt.
Kyte (197*0 bereidt antisera tegen gezuiverd Na+-K+-ATPase uit de han- 
denier, dat slechts uit polypeptiden blijkt te bestaan, en tegen de a- 
polypeptide keten van dit enzym. Beide gevormde antilichamen binden zich aan 
het enzym zonder de enzymaktiviteit te beïnvloeden. De binding tussen het 
antigeen en het antilichaam wordt elektronenmikroskopisch met behulp van met 
ferritine gemerkte y-globuline van het antilichaam bevestigd. In een immuno­
logisch onderzoek met een mikrosomenfraktie blijkt dat influenzavirussen, 
die slechts aan de buitenzijde van de cel gebonden worden, aan de andere 
zijde van het plasmamembraan gelokaliseerd zijn dan waar labelling door mid­
del van het met ferritine gemerkte a-keten antilichaam optrad. De antigeen- 
plaatsen van het a-keten-polypeptide bevinden zich dus aan de binnenzijde 
van de celmèmbranen..
In de studie van J^rgensen wordt enzyminaktivering maatstaf voor anti- 
lichaambinding, zodat antilichamen, die wel gebonden worden maar het enzym 
niet ihaktiveren, niet geregistreerd worden. Kyte echter kan met behulp van 
de complement fixatietest elke antilichaambinding aan het enzym direkt en 
kwantitatief bepalen. Aannemende dat de Na+-K+-ATPase aktiviteit en het ak­
tieve ionentransport over membranen identiek zijn, lijkt het onwaarschijn­
lijk dat een antilichaambindingsplaats, waaraan een of meerdere y-globuline 
molekulen gekoppeld zijn, zijn beweeglijkheid ongehinderd kan uitvoeren in 
de zin van Albers (zie 2.U).
Bezwaren van deze techniek voor routinematige toepassing bij de lokali-
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satie van het enzymsysteem in weefselcoupes zijn:
1) de isolatie van het enzymsysteem in zuivere vorm ter bereiding van een 
specifiek antilichaam is een moeilijke en bewerkelijke methode;
2) de binding van het antilichaam aan de binnenzijde van het membraan maakt 
toepassing op intakte cellen weinig kansrijk.
3.5 Subcellulaire lokalisatie van het natriumion.
+ + ...........  +Daar het Na -K -ATPase systeem vermoedelijk identiek is met de Na - 
pomp, is het mogelijk dit enzymsysteem indirekt te lokaliseren door het aan­
tonen van deze natriumionengradiënten. Daar het pompsysteem funktioneert op 
de scheiding van twee compartimenten, zal het effekt van de Na-pomp een gra­
diënt in de verdeling van Na+-ionen ten gevolge hebben. Bezwaar van deze 
lokalisatiemethode is dat natriumionen niet gebonden en gecompartimenteerd 
zijn en wegdiffunderen. Zij verschaft ons dus slechts een indikatie waar dit 
enzymsysteen mogelijk gesitueerd is.
Komnick (1962), die zich als eerste bezig hield met de elektronenmikros- 
kopische cytochemische lokalisatie van het natriumion, stelt voor de Na+- 
ionen neer te slaan in de vorm van het onoplosbare natriumstibiaat met be» 
hulp van het oplosbare kaliumstibiaat.
Om betrouwbare gegevens omtrent de ionenlokalisatie te verkrijgen, moet 
de methode aan een aantal eisen voldoen.
a) In tegenstelling tot de enzymhistochemische reaktie, waar, afhankelijk 
van tijd, pH en temperatuur de hoeveelheid zichtbaar gemaakt reaktieprodukt 
kan variëren, is bij de precipitatie-methode de natriumionenconcentratie een 
gegeven, niet beïnvloedbaar door tijd, temperatuur en pH.
b) De neerslagreaktie moet specifiek zijn. In dit opzicht voldoet de methode
van Komnick niet. Bulger (1969) gaat nader in op de specificiteit van deze
2+ 2+neerslagreaktie. Zij laat zien dat Ca en Ba reeds in een concentratie
-3 2+. -1van 10 M en Mg in een concentratie van 10 M een neerslag geven in een
K( Sb (OH)/-)-oplossing. Böck (1970) stelt in zijn onderzoek naar de lokalisa- 
+  2+  -tie van Na , Ca en Cl in de melkklier van de cavia vast dat het neerslag
niet alleen bestaat uit natriumstibiaat, maar ook iit calcium- en magnesium-
. . .  2+ + . . stibiaat. Om te kunnen diskrimineren tussen Ca en Na past hij een oxalaat-
reaktie toe. Winborn et al. (1972) merken op dat het antimonaation ook door 
organische stoffen gebonden wordt. Legato (1969) verzekert zich van slechts 
een natriumstibiaatneerslag door zijn preparaat vóór de neerslagreaktie met 
EDTA te spoelen, zodat bivalente kationen worden weggevangen.
Door middel van elektronen-sonde-analyse vindt Lane (1969) dat het gevormde
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neerslag in het epitheel van het vas deferens van de muis bestaat uit Na en 
Sb. Calcium en magnesium zijn niet aantoonbaar, wellicht omdat deze in een 
te lage concentratie voorhanden zijn.
c) Om diffusie van het natriumion te vermijden, zal het ion kwantitatief in 
situ neergeslagen moeten worden. Om dit gevaar van diffusie te voorkomen, 
moet afgezien worden van fixatie voor de neerslagvorming. Neerslagvorming 
vóór de fixatie zou dit bezwaar kunnen voorkomen, maar is niet bruikbaar 
omdat door het reagens de celstruktuur onherkenbaar wordt beschadigd. Daar­
om vindt in de methode van Komnick de neerslagvorming tijdens de fixatie 
plaats. Men dient dan weliswaar nog rekening te houden met diffusie tijdens 
de daarop volgende dehydratie en inbeddingsprocedure.
d) Fixatief en reagens zullen niet onderling mogen reageren. Komnick wijst 
op de mogelijkheid van het ontstaan van antimoonzuur in het precipitatie- 
medium. Nolte (1966) onderzocht dit aspekt. Experimenten, waarbij het weef­
sel vooraf in een isotonische KCl-oplossing wordt gespoeld, laten een af­
name van het als natriumstibiaat aangeduide neerslag zien, terwijl experi­
menten uitgevoerd bij pH = 8-10 om een eventuele vorming van antimoonzuur 
geheel uit te sluiten, een identiek neerslagpatroon laten zien als bij de 
standaardprocedure.
e) Het gevormde neerslag dient niet alleen niet oplosbaar te zijn tijdens
de normale histologische bewerking van het weefsel, maar ook stabiel en elek- 
tronenstrooiend te zijn tijdens het elektronenmikroskopisch onderzoek.
f) Zowel het intracellulaire als het extracellulaire natriumion dient aan­
toonbaar te zijn. Als hieraan niet voldaan is, kan de afwezigheid van een 
intracellulair neerslag duiden op de afwezigheid van natriumionen, dan wel
op het niet permeabel zijn van de celmembraan voor het reagens. Bulger (1969), 
werkend met de rattenier, stelt vast dat na een voorfixatie met glutaaralde- 
hyde of formaldehyde het gevormde natriumstibiaat voornamelijk extracellulair 
voorkomt, terwijl na een voorfixatie met osmiumtetroxide of onder experimen­
tele condities, die cellulaire zwelling bevorderen, het neerslag zowel extra- 
als intracellulair voorkomt. Zij postuleert dat OsO^-fixatie een water en 
natrium influx mogelijk maakt door membranen, waardoor het gecombineerde 
voorkomen van zwelling en intracellulair neerslag te verklaren zou zijn.
Door het gebruik van OsO^ als prefixatief zou volgens haar een lokalisatie 
van natriumionen in loco dan ook niet mogelijk zijn.
Intracellulair neerslag wordt met de methode van Komnick verkregen in ratte- 
niercellen, die geen zwelling vertonen (Bulger 1969), in cornea endotheel 
(Kaye et al. 1965), in het endotheel en bindweefsel van de melkklier van de
-  2k -
cavia (Böck 1970), in het epitheel van de zweetklier van de voetzool van de 
rat (Ochi 1968) en in het epitheel van de zoutklier van de zilvermeeuw 
(Komnick et al. 1963). Tandler et al. (1970) vinden intracellulair neerslag 
in de levercel van de rat na een fixatie in slechts kaliumstibiaatoplossing. 
Deze bevindingen zouden een reden zijn aan te nemen dat het stibiaation door 
plasmamembranen kan penetreren. Zowel voor wat betreft de morfologie als de 
lokalisatie van het reaktieprodukt komen aldus Ochi (1968) geen duidelijke 
verschillen naar voren bij een prefixatie met enerzijds glutaaraldehyde en 
anderzijds met osmiumtetroxide.
Een interessante controle op de bruikbaarheid voor de histochemische 
lokalisatie van het natriumion volgens de methode van Komnick, hetzij na 
een prefixatie met glutaaraldehyde, hetzij na een prefixatie met OsO^, wordt 
door Amakawa et al. (1968) gegeven. Nadat een muis-met radioaktief natrium 
was ingespoten, werd de methode van Komnick op de nier uitgevoerd. Hierna 
werden ultradunne coupes gesneden. Hij vergelijkt de overeenkomst in verde­
ling van het natriumstibiaatneerslag en de autoradiografische zilverkorrels. 
Hij komt tot de conclusie dat een prefixatie met OsO^ nauwkeuriger de ver­
deling van het natriumion weergeeft.
Voor wat betreft de lokalisatie van het natriumion in de nier vinden 
Amakawa et al. (1968) bij de: muis onder normale condities het stibiaatneer- 
slag voornamelijk in de proximale tubulus, en wel in de microvilli, apicale 
vesikels, mitochondriale matrix en de nucleus. Nolte (1966), die in de pro­
ximale tubulus van de rattenier eenzelfde neerslagpatroon vindt, treft boven­
dien neerslag aan in de laterale en basale extracellulaire ruimten.
Daar het in principe mogelijk is een aanwijzing voor de enzymlokalisatie 
te krijgen via de subcellulaire K+-distributie, moet ook aan de mogelijkheid 
om via K+-ionen het enzym te lokaliseren aandacht worden besteed. De enige 
ons bekende auteur, die melding maakt van een cytochemische methode om het 
K+-ion neer te slaan, is Shiina et al. (1968). Zij maken gebruik van 
Na^tCotNOg)^) als reagens. Ammoniumzouten en iodiden kunnen echter inter­
fereren.
Daar de methode van Komnick ons slechts een indirekte aanwijzing ver­
schaft omtrent de lokalisatie van het Na+-K+-ATPase systeem, en niet meer 
dan dat, hoeven onze eisen voor wat betreft de specificiteit van de reaktie 
niet streng te zijn. Met behulp van elektronen-sonde-analyse en elektronen- 
diffraktie kan uitsluitsel verkregen worden of het neerslag slechts natrium­
stibiaat bevat.
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3.6 Lokalisatie van het Ha -K -ATPase met behulp van gemerkte enzymremmers.
Uit het voorafgaande is gebleken dat de cytochemische precipitatie- 
methode, de fraktioneringsmethode en de immunologische methoden om het Na+- 
K+-ATPase systeem te lokaliseren hun bezwaren kennen. De vraag doet zich 
voor of lokalisatie van dit enzymsysteem met een gemerkte remmer niet moge­
lijk is. Daar het hartglycoside ouabaine een specifieke remmer van dit enzym 
is, wordt de mogelijkheid geschapen om met behulp van gemerkt ouabaine dit 
systeem te detekteren: de "labelled inhibitor methode" (Barnard 1970).
Dit merken van de remmer kan in principe op verschillende manieren gebeuren. 
De remmer kan zelf fluorescerend zijn, of er bestaat de mogelijkheid aan 
de remmer een label te koppelen, bijvoorbeeld een enzym, een radioaktief 
atoom of een fluorescerende groep.
Daar de bekende specifieke remmer van het Na+-K+-ATPase, het ouabaine, 
zelf niet fluorescerend is, ligt het voor de hand te zoeken naai; fluoresce­
rende derivaten van het ouabaine. Zo gebruiken Oesch et al. (1972) een fluor­
escerend derivaat van het strophanthidine om als "monitor" bij de zuivering 
van het Na+-K+-ATPase te dienen. Een dergelijk derivaat zou ook van nut zijn 
bij de studie van de ruimtelijke struktuur van de aktieve plaats. Van de 
3-esters van strophanthidine, die alle een sterk remmende werking vertonen, 
blijkt de 3-salidylaatester sterk te fluoresceren. Van de strophanthidine- 
19-esters fluoresceert de 19-salicylhydrazonester sterk, doch deze vertoont 
een minder sterke remming. In hoeverre de binding van deze esters aan het 
Na+-K+-ATPase selektief is, is onbekend.
Uit het onderzoek van Yoda (1971) blijkt dat het 1,H-sulfonaphthyl- 
hydrazon derivaat van hellebrigenine als een cardiotone stof werkzaam is, 
hoewel de affiniteit van dit derivaat voor een gedeeltelijk gezuiverd Ha+- 
K+-ATPase slechts 1% van die van hellibrigenine zelf is. De intensiteit van 
de fluorescentie van dit derivaat neemt bij toevoegen van een uit runder- 
hersenen gedeeltelijk gezuiverd Ha+-K+-ATPase toe, en neemt af in aanwezig­
heid van kationen, die de K+-plaats kunnen beaetten. De intensiteit van de 
fluorescentie neemt in aanwezigheid van ATP sterk af, terwijl de intensiteit 
met Ha+-ionen sterk toeneemt. Ook van dit derivaat is nog onbekend in hoe­
verre het specifiek het Na+-K+-ATPase remt. Verder onderzoek zal nodig zijn. 
Pas daarna kunnen zij gebruikt worden bij een onderzoek naar de lokalisatie 
van dit enzym of bij de zuivering.
In hun onderzoek naar de lokalisatie van het Ha+-K+-ATPase in epitheel- 
cellen van de zoutklier van eenden koppelen Mazurkiewicz et al. (197*0 het 
ouabaine met microperoxidase. De bindingsplaatsen van het ouabaine met het
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Na+-K+-ATPase worden cytochemisch gedetekteerd door de lokalisatie van het 
microperoxidase met diaminebenzidine.
De "labelled inhibitor" methode kan ook gebruik maken van remmers, die 
door middel van radioaktiviteit gemerkt zijn (Barnard 1970)- Bij deze 
"labelled inhibitor" methode zijn drie aspekten van belang:
1) de gemerkte remmer moet de cel kunnen penetreren en zich selektief aan 
het enzym binden. Hierbij bestaan twee mogelijkheden: een reversibele 
en irreversibele binding. Bij het gebruik van een reversibele remmer, 
zoals het ouabaine, moet de affiniteit voor het enzym zo hoog mogelijk 
zijn, en zal de techniek van de "droge" autoradiografie, d.w.z. het zo­
veel mogelijk vermijden van contact mét vloeistoffen bij de autoradio- 
grafische proöedure, vaak toegepast worden om diffusie te beperken.
2) met behulp van de autoradiografie kan de verdeling van het isotoop na­
gegaan worden.
3) wanneer de betrekking tussen het aantal autoradiografische zilverkorrels 
en de hoeveelheid enzym bekend is, kan kwantificering van het enzym 
plaatsvinden. De "labelled inhibitor" methode biedt hiermee in principe 
het grote voordeel dat resultaten óók kwantitatief geïnterpreteerd kun­
nen worden.
Met behulp van de autoradiografie is het mogelijk nauwkeurig de plaats 
van de radioaktieve bron in het weefsel te bepalen. Hiertoe brengt men een 
emulsie aan over een dunne weefselcoupe. Dé straling, uitgezonden door radio­
aktieve atomen, vormt in deze fotografische emulsie een latent beeld. Dit 
latente beeld wordt ontwikkeld, waarna zilverkorrels in het mikroskoop kun­
nen worden waargenomen. Op basis van de verdeling van de zilverkorrels in 
de emulsie boven de weefselcoupe kan men de verdeling van de radioaktieve 
remmer in het weefsel vaststellen. Op deze wijze zijn reeds een aantal on­
derzoekingen naar de lokalisatie van het Na+-K+-ATPase verricht met behulp 
van de lichtmikroskopische autoradiografie. Zo blijken in het jejunum van de 
hamster de natriumtransportplaatsen te zijn gelokaliseerd in de apicaal gele­
gen \borstelzoom (Cassidy 1972). In hét epitheel van de plexus chorioideus 
(van de kikker) komt de radioaktiviteit voor in de apicale plasmamembraan 
(Quinton et al. 1973), maar in de niercortex van het konijn en in de darm 
van de hamster vooral in de laterale membranen van het epitheel (Stirling 
1972) Stirling et al. 1970, 197*0.
Bij de toepassing van deze methode hebben wij ons in hoofdzaak beperkt 
tot de nier. De faomeostatische funktie van de nier betreft ondermeer het 
uitscheiden van metabole eindprodukten en het te veel aan zouten. Van het
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glomerulaire filtraat wordt 99% over de lengte van het nefron en de ver-
zamelbuis gereabsorbeerd. Bij deze reabsorptie spelen aktief en niet aktief 
+ 2+transport een rol. Na , Ca , glucose aminozuren en vitaminen worden van­
uit het tubulaire lumen aktief getransporteerd naar de peritubulaire bloed­
baan. Water en ureum worden passief getransporteerd over het nefron epitheel. 
Grote verschillen in reabsorptie bestaan tussen de segmenten van het nefron 
onderling. In de proximale tubulus komen cellen voor met een hoge transport- 
aktivite.it: hier wordt 80% van het glomerulaire filtraat gereabsorbeerd.
De lis van Henle speelt een fundamentele rol bij het creëren van een osmo­
tische gradiënt, waardoor in de lustop een verhoogde concentratie NaCl ont­
staat. Het distale tubulus epitheel, dat slechts 12% van het totale volume 
van het glomerulaire filtraat reabsorbeert, is veel minder permeabel voor 
water dan het proximale tubulus epitheel, waardoor het stoffen tegen een 
veel grotere gradiënt reabsorbeert. Het reabsorptievermogen van de proxi­
male tubulus is niet alleen te beïnvloeden door faktoren, die aan de lumi- 
nale zijde van het epitheel werkzaam zijn, maar ook door faktoren aan de 
basale zijde vanuit de peritubulaire bloedbaan, zoals humorale, chemische 
en fysische. Daar het Na-transport een sleutelrol speelt bij de waterreab- 
sorptie, en Green et al. (1971*) uit hun experimenten het vermoeden kregen 
dat naast een transcellulair transport ook een extracellulaire shuntweg van 
ionen over het epitheel van belang was, is het antwoord op de vraag waar 
het Na -K -ATPase als transportweg voor Na - en K -ionen gelokaliseerd is 
van belang om het reabsorptieproces beter te begrijpen.
Het doel van ons onderzoek is om de bruikbaarheid na te gaan van de
enzyminhibitie methode voor de lokalisatie vari het Na+-K+-ATPase op organo-
3histologisch, cellulair en subcellulair niveau met behulp van H-ouabame. 
Hierbij doen zich in eerste instantie de volgende problemen voor.
1) Wordt het ouabaine in die mate gebonden in het weefsel dat lichtmikros- 
kopische en elektronenmikroskopische autoradiografie praktisch uitvoer­
baar wordt?
2) De literatuur spreekt over specifieke en aspecifieke binding van het 
ouabaine aan weefsel. Er zijn sterke aanwijzingen dat de specifieke bin­
ding van het ouabaine aan weefsel in nauwe relatie staat tot het aktieve
+ , , .Na-transport. Het aspecifiek gebonden ouabaine wordt aan het weefsel 
gebonden zonder dat het enige relatie heeft tot de aktiviteit van de Na+- 
pomp. Daar wij in onze autoradiografische experimenten zowel geïnteres­
seerd zijn in het specifiek gebonden ouabaine als in het aspecifiek ge­
bonden ouabaine, zal het duidelijk zijn dat wij een zo groot mogelijke
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verhouding specifiek/ aspecifiek gebonden ouabaine in het weefsel na­
streven, opdat een betrouwbare uitspraak over de lokalisatie van het spe­
cifiek gebonden ouabaine mogelijk is.
3) Is er een incubatietechniek uitvoerbaar, die zoveel mogelijk aan de wens 
van optimaal struktuurbehoud voor elektronenmikroskopisch werk tegemoet 
komt?
Welke histologische methoden dienen te worden toegepast om optimale re­
tentie van het specifiek gebonden ouabaine in het weefsel mogelijk te 
makenï
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Hoofdstuk U. De ultrastruktuur van het nefron van de cavia.
U.1 Inleiding.
Hoewel er veel literatuur over de ultrastruktuur van het nefron bij 
zoogdieren bestaat, zijn er toch een aantal redenen om tot een nadere be­
schrijving van de ultrastruktuur van het nefron van de cavia over te gaan.
De belangrijkste reden is het feit dat tijdens een incubatie van vers 
weefsel de ultrastruktuur sterk kan veranderen. Het is van belang de hier­
in optredende ultrastrukturele veranderingen, veroorzaakt door de incubatie, 
te kennen. Omdat in ons onderzoek twee wijzen van incubatie, immersie en 
perfusie, werden gebruikt, willen wij het effekt van beide methoden met el­
kaar vergelijken. Daar naast de incubatie ook de fixatie kan worden uitge­
voerd via immersie of perfusie, zullen ook de effekten van immersie-fixatie 
en perfusie-fixatie op de ultrastruktuur met elkaar vergeleken worden.
Om zowel perfusie-incubaties als perfusie-fixaties te kunnen uitvoeren, 
werden perfusiesystemen ontwikkeld die hieronder zullen worden beschreven.
Een tweede reden voor de studie van de ultrastruktuur van het nefron 
is het optreden van strukturele veranderingen in het weefsel, speciaal als 
gevolg van een incubatie met een ouabaine bevattend medium.
Tenslotte zal de ultrastruktuur van het nefron van de cavia vergeleken 
moeten worden met die van rat en muis, welke veel uitvoeriger beschreven 
zijn.
k.Z Chirurgische techniek bij perfusie-experimenten.
Bij het uitvoeren van een nierperfusie kan men op twee wijzen te werk 
gaan: via de aorta of rechtstreeks via de arteria renalis. In dit laatste 
geval wordt de injektienaald in de arteria superior mesenterica gebracht.
De naald kruist daarna de aorta en wordt uiteindelijk geligeerd in de arte­
ria renalis. Deze techniek kan niet altijd worden toegepast, daar een nier 
van de cavia twee arteriae renalis kan hebben (Perneczky 1969). Om te voor­
komen dat de nier slechts gedeeltelijk wordt geperfundeerd, wordt aan de 
eerste methode de voorkeur gegeven. Deze methode wordt hieronder beschreven.
De cavia (mnl., 300-350 g) wordt met fluothaan (2-bromo-2-chloro-1:1:1 
trifluoroethaan) onder narcose gebracht. Het abdomen wordt geopend en de 
aorta wordt vrijgeprepareerd. Een injektienaald (21 x 15") wordt ongeveer
2 cm caudaal van de arteria renalis in craniale richting in de aorta aan­
gebracht en op twee plaatsen geligeerd om de naald goed te fixeren en hier-
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door vandbeschadiging te voorkomen. Onmiddellijk voorafgaande aan de per­
fusie wordt intraveneus 0,1 ml heparine (Tromboliquine, Organon) toegediend. 
Bij het begin van de perfusie worden de aorta, 1 cm craniaal van de linker 
arteria renalis én de rechter arteria renalis geligeerd en wordt tegelijker­
tijd de linker vena renalis open gesneden. Hierna wordt de nier voorzichtig 
uitgeprepareerd en overgebracht naar het perfusiesysteem, iets wat na enige 
oefening minder dan 1 minuut in beslag neemt. Een a twee seconden na het be­
gin van de perfusie wordt de gehele nier licht geel van kleur ten teken dat 
het bloed geheel verdwenen is. Het kapsel van de nier wordt niet verwijderd. 
Er wordt zorg gedragen dat de nier vrij in het perfusiemedium hangt en dat 
door het eigen gewicht van de nier de linker arteria renalis niet wordt af- 
gesnoerd.
lt.3 Perfusiesystemen.
Er worden twee perfusiesystemen ontworpen. Perfusiesysteem 1 wordt ont­
worpen om perfusies met een zeer kleine hoeveelheid perfusiemedium mogelijk 
te maken, om aldus te kunnen volstaan met het gebruik van zeer kleine hoe­
veelheden radioaktief incubatiemedium. Daar later de behoefte ontstond om 
perfusies te kunnen uitvoeren bij bekende druk, wordt een tweede perfusie­
systeem ontworpen.
A. Het perfusiesysteem 1.
Het "gesloten" perfusiesysteem 1 omvat een dubbelwandig glazen weef- 
selvaatje, dat met behulp van een waterbad op een constante temperatuur 
wordt gehoudenj en een Watson-Marlow slangenpomp. Het circulerend volume 
van ongeveer 10 ml wordt in het weefselvaatje met carbogeen geaereerd en 
verwarmd tot 37°C. De perfusiesnelheid wordt ingesteld op 2,5 ml/min., 
waarbij geen stuwingen optreden, zoals bleek na elektronenmikroskopische 
controle. Ter vergelijking zij vermeld dat Mercer et al. (197**) bij de 
rat (200-300 g) een bloeddoorstromingssnelheid in de nier registreerden 
van 3,1* ml/min. bij een druk van 11*5 mm Hg.
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Figuur 3. Perfusiesysteem 1
B. Het perfusiesysteem 2.
Het "gesloten" perfusiesysteem 2, afgebeeld in figuur 4, werd ont­
worpen om een perfusie bij constante druk (en constante temperatuur) te 
kunnen uitvoeren met een zo gering mogelijke hoeveelheid circulerend per­
fusiemedium (55 ml). Hët perfusiesysteem omvat een glazen weefselvaatje 
en een glazen voorraadvaatje, die met behulp van een waterbad op een con­
stante temperatuur worden gehouden, een "druppelsysteem" als indikator 
voor de perfusiesnelheid en een overloop van het voorraadvaatje naar de 
aanvoerende slang van de pomp. Het perfusiemedium kan in het weefsel­
vaat je geaereerd worden. Het perfusiemedium stroomt druppelsgewijs door 
het druppelsysteem. Uit een opgestelde ijklijn kan men aflezen dat het 
aantal druppels lineair is met de hoeveelheid medium, die gepasseerd is, 
zodat elke druppel hetzelfde volume blijkt te bezitten. De perfusiesnel­
heid, die direkt met het "druppelsysteem" gemeten kan worden, wordt niet 
bepaald door de draaisnelheid van de slangenpomp, maar door de hoogte 
van de vloeistofkolom, overeenkomend met de in vivo bestaande druk. De 
perfusiesnelheid onder deze condities bedraagt 15 a 17 ml/min. Het door 
de pomp te veel aangevoerde medium wordt via de overloop teruggevoerd. 
Tijdens de perfusie blijkt geen verdamping van het circulerend perfusie-
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medium op te treden.
Figuur h. Perfusiesysteem 2
k.k Elektronenmikroskopische histologische bewerking.
Voor normale elektronenmikroskopische histologische bewerking van het 
nierweefsel wordt de nier gefixeerd met 2% glutaaraldehyde in 0,1 M kakody- 
laatbuffer (3^ 0 mOsm) gedurende 10 minuten en gespoeld met 0,1 M kakodylaat- 
buffer (pH = 7,2) gedurende 10 minuten door middel van een perfusie. Hierna 
wordt de nier in kleine stukjes (circa 1 mm ) gesneden en nagefixeerd gedu-
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rende 60 minuten in 2% OsQ^ in Palade-buffer. Het weefsel wordt in een op­
lopende alkoholreeks (30, 50, 70, 90% elk 5 minuten; 100$ 2 x 20 minuten) 
gedehydreerd. Na 30 minuten infiltratie in epoxypropaan en 1 uur in een 
1:1 mengsel van epoxypropaan en epon 812 wordt het weefsel ingebed in epon 
812 (Luft 196l). Ultradunne coupes worden met glasmessen gesneden op een 
LKB ultramicrotoom en verzameld op grids, .voorzien van een formvarvlies.
De coupes worden "gekleurd" met een loodcitraatoplossing volgens Reynolds 
(19 6 3) en een uranylacetaatoplossing volgens Watson (1958). De coupes wor­
den in een Philips EM 200 of EM 300 elektronenmikroskoop onderzocht.
1* »5 Waarnemingen.
U.5.1.Ultrastruktuur na immersie incubatie.
Een aantal auteurs vinden een maximale binding van het ouabaine 
na 60 minuten incubatie (Landowne et al. 1970, zenuwvezel konijn; 
Brading et al. 197**, darmspier cavia; Gardner et al. 1972, humane 
eiythrocyten)> in tegenstelling tot onze bevindingen bij de nier van 
de cavia (5.8.3). Een zo hoog mogelijke binding van het ouabaine is 
gewenst om voldoende radioaktiviteit in het weefsel te incorporeren 
voor autoradiografie. De ultrastruktuur van 50-100 pm coupes van niet 
gefixeerd weefsel heeft na een 60 minuten durende immersie incubatie 
echter een sterke verandering ondergaan (figuur 5). Deze ernstige 
verstoring van de ultrastruktuur is waarneembaar in alle segmenten 
van het nefron. De lumina van de proximale en distale tubulus zijn 
door zwelling van de epitheelcellen afwezig. Laterale plasmamembra- 
nen en basale membraaninplooiingen zijn verdwenen en zijn grotendeels 
getransformeerd tot vesikels. Mitochondriën hebben zich afgerond. 
Voóral de proximale tubulus, en in mindere mate ook de distale tubu­
lus, hebben hun karakteristieke morfologische kenmerken verloren.
Voor autoradiografisch onderzoek blijkt derhalve een immersie incu­
batie niet bruikbaar. Ook blijft er tijdens een immersie incubatie 
een diffusiegradiënt bestaan in de coupe. Alle cellen bevinden zich 
niet in dezelfde situatie ten opzichte van de aangeboden stoffen in 
het incubatiemedium. Kwantitatieve autoradiografie kan hierdoor 
moeilijkheden opleveren. Eventueel gevonden verschillen in labelling 
zouden niet uitsluitend toegeschreven kunnen worden aan aktiviteits- 
verschillen, maar ook aan de incubatie methode, tenzij men gebruik 
maakt van zeer lange incubatietijden.
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Figuur 5. Gedeelte van een tubulus van de nier van de
cavia na 60 minuten immersie incubatie zonder 
voorafgaande fixatie.
Vergroting: 6720 x
4.5-2 Ultrastruktuur na een perfusie incubatie.
Daar een immersie incubatie aan vers weefsel een aanmerkelijk 
struktuurverlies oplevert, wordt besloten incubaties uit te voeren 
aan weefsel, dat kort is voorgefixeerd. Uit experimenten, te beschrij­
ven in hoofdstuk 5,blijkt geen verschil te bestaan in ouabaine bin- 
dingskapaciteit tussen vers en voorgefixeerd weefsel. Het weefsel 
wordt hiertoe door middel van perfusie voorgefixeerd. Belangrijk bij 
de studie van de ultrastruktuur van het nefron is het feit dat een 
verandering in de normale doorbloeding direkt belangrijke strukturele 
veranderingen van de epitheliën teweegbrengt. Zo veroorzaakt het on­
derbreken van de bloedtoevoer een collaberen van de lumina van de 
proximale tubuli, gepaard gaande met een verandering van de celapi- 
ces, zoals de vorming van apicale uitstulpingen.
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Een fixatie langs de weg van vasculaire perfusie van de gehele 
nier voorkomt een dergelijk collaberen en resulteert dus in een meer 
optimaal struktuurbehoud. Dit laatste blijkt o.a. uit het feit dat 
Ericsson (1966) "microtubuli" kon aantonen in de proximale en distale 
tubulus, die voordien met immersie fixatie nog niet waren aangetoond.
Een tweede voordeel van perfusie fixatie is de snelle en homoge­
ne fixatie van het gehele weefsel. Op deze wijze kan het nadeel van 
een langzame penetratie van bijvoorbeeld glutaaraldehyde, waardoor 
bij immersie fixatie slechts de buitenzone van het weefselplakje goed 
gefixeerd wordt, ondervangen worden (figuur 6).
Figuur 6. Cortexweefsel van de cavia, gefixeerd door 
middel van een perfusie fixatie.
P = proximale tubulus D = Distale tubulus 
C = capillair 
Vergroting: 1000 x
Gefixeerd weefsel vertoont een veel beter struktuurbehoud na 
immersie incubatie dan ongefixeerd weefsel. Toch blijken soms stïtUk- 
turele veranderingen in het epitheel te zijn opgetreden, waarschijn­
lijk ten gevolge van een plaatselijk minder goede voorfixatie. Een
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makroskopisch goed geperfundeerde nier kan mikroskopisch toch minder 
goed gefixeerde gedeelten laten zien. Fixatie van het bloed in de 
capillairen heeft tot gevolg dat het erachter liggend weefsel minder 
goed gefixeerd wordt. Het lumen van de proximale tubulus is hier vaak 
afwezig en het cytoplasma bevat nog vele vesikels. De verschillende 
typen epitheelcellen zijn echter duidelijk van elkaar te onderschei­
den.
Perfusie fixatie zal dus gunstiger zijn voor het struktuurbe- 
houd dan immersie fixatie. Evenzo zal perfusie incubatie ten opzichte 
van immersie incubatie dezelfde voordelen met zich meebrengen. Wan­
neer de perfusie incubatie wordt uitgevoerd bij een druk, overeenko­
mend met de bloeddruk in vivo (lUo cm) en met een medium dat isotoon 
is aan het bloed, blijkt de struktuur geen waarneembare veranderingen 
te ondergaan. Bovendien heeft perfusie incubatie de voorkeur boven 
immersie incubatie, omdat perfusie de meest fysiologische wijze is 
om het weefsel stoffen aan te bieden.
U.5.3 De ultrastruktuur.
De nier van de cavia bestaat evenals bij de rat en muis uit het 
donkere, korrelige cortex weefsel en het lichte medulla weefsel, dat 
een sterk gestreept uiterlijk vertoont. De niertubuli bestaan uit 
twee delen: het nefron en de verzamelbuis. Het nefron zelf bestaat 
uit: het nierlichaampje, de proximale tubulus, een dun dalend en,een 
dun stijgend gedeelte van de lis van Henle, en de distale tubulus 
(figuur 7). Niet alleen onderscheiden deze segmenten zich onderling 
door hun rangschikking in de cortex of de medulla, maar ook door hun 
morfologisch verschillende epitheliën. Van het nefron liggen de 
partes convolutae van de proximale en distale tübuli in de cortex.
Qm bij de autoradiografische experimenten aan de behoefte aan 
een duidelijke omschrijving van de verschillende nefronsegmenten te­
gemoet te komen, zullen de morfologische kenmerken van ieder segment 
hieronder kort worden besproken.
De proximale tubulus ontspringt uit het kapsel van Bovman. Deze 
is bekleed met kubusvormige cellen, die aan de apicale zijde een 
borstelzoom bezitten. De ronde kern is in het basale gedeelte gele­
gen. De mitochondriën zijn lang en staafvormig, in het apicale ge­
deelte komen echter ook ronde voor. Aan het apicale plasmamembraan 
treffen wij vele vacuolen en vesikels aan ten gevolge van pinocyto-
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Figuur 7- Schematische voorstelling van de verschillende 
nefronsegmenten (uit Schmidt et al. 1971 b):
Ia proximale tubulus, pars convoluta 
b proximale tubulus, pars convoluta recta 
c proximale tubulus, pars recta 
Ila dun dalend stuk van lis van Henle 
b dun stijgend stuk van lis van Henle 
lila distale tubulus, pars recta 
b distale tubulus, macula densa 
c distale tubulus, pars convoluta 
IVa corticale verzamelbuis 
b verzamelbuis
tische aktiviteit. De laterale en basale plasmamembranen vertonen 
veel plooien. Hiervan zijn de laterale inplooiingen vaak moeilijk te 
onderscheiden. Op grond van de diepte van de basale inplooiingen ver­
deelt Thoenes et al. (19^ 9) de proximale tubulus in drie segmenten:
pars convoluta, pars convoluta-recta, en pars recta. Ook bij de cavia 
is een dergelijke onderverdeling te maken. Daar wij echter in onze 
lichtmikroskopische en elektronenmikroskopische autoradiogrammen dit 
onderscheid niet konden maken, hebben wij deze onderverdeling daar 
niet gehanteerd (figuur 8 en 9).
Overeenkomstig de vermeldingen in de literatuur (Rhodin 197**, 
Stadhouders 1972) betreffende de rat, zien wij bij de cavia een ab­
rupte overgang van de proximale tubulus naar het dunne dalend gedeelte 
van de lis van Henle (figuur 1P).
Het dunne dalend gedeelte van de lis van Henle is bekleed met een 
zeer dun epitheel, dat een licht cytoplasma met weinig mitochondriën 
bevat (figuur 11). Het dalend gedeelte van de lis van Henle onder­
scheidt zich van het dunne stijgende gedeelte "door een hogere struk- 
turele differentiatie, zich uitend in meer basale inplooiingen, mito­
chondriën en ribosomen (figuur 12).
Aansluitend aan het dunne stijgend gedeelte van de lis van Henle 
ligt de distale tubulus, die onderverdeeld wordt in: het dikke stij­
gende gedeelte van de lis van Henle of pars recta, de macula densa, 
die in nauw contact staat met de vaatpool van de erbij behorende glo- 
merulus, en het pars convoluta. In het pars recta van de cavia treffen 
wij grote cellen aan met diepe inplooiingen van de basale plasmamem- 
braan. Voornamelijk in het basale gedeelte van deze cellen komen zeer 
veel staafvormige mitochondriën voor, die met hun lengteas loodrecht 
staan op de basale plasmamembraan. Deze cellen bezitten apicaal kleine, 
verspreid voorkomende microvilli (figuur 13).
Het pars convoluta van de distale tubulus bevat kleinere cellen 
dan de proximale tubulus. Aan het apicale oppervlaktemembraan bevinden 
zich meerdere microvilli, terwijl in het apicale cytoplasma zich vele 
vesikels bevinden. De basale plasmamembraan kenmerkt zich door vele, 
ondiepe en nauwe inplooiingen. De talrijke mitochondriën zijn rond in 
tegenstelling tot die van het epitheel in het pars recta.
De corticale verzamelbuis bestaat uit twee typen cellen: de don­
kere, zogenaamde "intercalated" cellen, en de lichte cellen (figuur 
lU). Het donkeïe celtype bevat relatief vele ronde mitochondriën en 
veel microvesikels. Door het bezit van vele mitochondriën en ribosomen 
is deze cel vrij donker. Het lichte celtype heeft een vrij licht cyto­
plasma met grote kern en bezit weinig ronde mitochondriën, en eveneens 
zeer weinig microvesikels.
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Figuur 8. Transmissie E.M. opname
van een proximale tubulus. 
Vergroting: 2200 x
Figuur 9. Scanning E.M. opname van 
een proximale tubulus. 
Vergroting: 1*90 x
Figuur 10. Overgang van de proximale Figuur 11. Dalend gedeelte van de lis
tubulus naar het dunne ge- van Henle.
deelte van de lis van Henle. Vergroting: 5520 x 
Vergroting: 3680 x
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Figuur 12. Dun stijgend gedeelte 
van de lis van Henle. 
Vergroting: U560 x
Figuur 13* Pars recta van de distale 
tubulus.
Vergroting: 50U0 x
Figuur 14. Corticale verzamelbuis 
met donker (rechts) en 
licht (links) type cel. 
Vergroting: 4800 x
Figuur 15. Cel van verzamelbuis.
Vergroting: 3680 x
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Tenslotte sluit aan de corticale verzamelbuis de ductus colli- 
gentes aan, bestaande uit kubusvormige cellen met een licht cyto­
plasma. De mitochondriën zijn weinig in aantal en liggen verspreid.
Het Golgi-systeem is klein en de basale inplooiingen van het plasma­
membraan zijn ondiep (figuur 15).
Opvallend is het verschijnsel dat na incubatie met media, waar­
aan ouabaine is toegevoegd, frekwent karakteristieke membraanconfigu- 
raties te zien zijn, bestaande uit opgerolde basale plasmamembranen 
(figuur 16). Hierbij verdwijnen de basale inplooiingen van het plasma­
membraan. Deze strukturen, die in bijna alle segmenten van het nefron
geconstateerd zijn, ontstaan slechts na incubatie in een medium, waar-
—Taan ouabaine (in een concentratie van 10 m ) is toegevoegd.
Figuur 16. Concentrische membraanconfiguraties aan de
basale zijde van een proximale tubulus epitheel- 
cel, van niet voorgefixeerd weefsel.
Vergroting: 5200 x
- 1*2 -
1+. 5-^  Morfometrische waarnemingen.
In meerdere segmenten van het nefron, maar vooral in het pars 
recta van de distale tubulus liggen de mitochondriën en de baso-late- 
rale inplooiingen van het plasmamembraan zeer dicht bij elkaar. Dit 
houdt in dat bij autoradiografisch onderzoek hier vooral het risiko 
van "cross-fire" bestaat. Hieronder wordt verstaan dat in een auto- 
radiogram de radioaktiviteit, die gebonden is aan een bepaalde cel- 
component (bijv. het plasmamembraan) een zilverkorrel veroorzaakt bo­
ven een andere celcomponent (bijv. een michondrium).
Om niettemin een uitspraak te kunnen doen over de lokalisatie 
van een radioaktieve tracer in een elektronenmikroskopisch autoradio- 
gram wordt als analytische methode vaak de cirkel-methode of "effec- 
tive area"-methode volgens Williams (1969) toegepast. Bij deze bena­
dering wordt de korrelverdeling boven de verschillende strukturele 
elementen in het autoradiogram betrokken op het oppervlakte-aandeel, 
dat de betreffende struktuurcomponent in hèt autoradiogram inneemt.
Omdat echter de oppervlaktemembraan bij aansnijding in de coupe 
als een lijn verschijnt, waarvan het niet-wel doenlijk is het opper­
vlakte-aandeel vast te stellen, is de "effective area"-methode niet 
toepasbaar.
Wij hebben daarom als alternatieve analytische benadering van 
een aantal nefronsegmeaten de oppervlaktedichtheit in morfometrisch- 
stereologische zin (d.i. het totaal-oppervlak van de betreffende com­
ponent per eenheid celvolume) van de baso-laterale en apicale plasma­
membraan vastgesteld (Weibel, 1973).
De verhouding van deze membraan-"dichtheden" kan dan later ver­
geleken worden met de verhouding tussen de autoradiografische korrel- 
dichtheden (aantal korrels per eenheid coupe-oppervlak) bij dezelfde 
nefronsegmenten. Wellicht kunnen dan verschillen in korreldichtheid 
herleid worden tot verschillen in oppervlakte-membraandichtheid.
Voor dit morfometrisch onderzoek wordt gebruik gemaakt van de 
zgn. "naaldanalysemethode", zoals beschreven door Sitte (1967). Hier­
bij wordt een doorzichtig lijnenrooster met een in relatie tot de ver­
groting bepaalde lijnafstand (U mm bij eindvergroting 1U.000 x) onder 
een hoek van 19° ten opzichte van de polariteitsrichting van d« cel 
op elektronenmikroskopische opnamen van de (in hun totale hoogte ge­
fotografeerde) proximale en distale tubulus cellen gelegd. Hierbij
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wordt de polariteitsrichting als radiair gericht en loodrecht staande
op de basaalmembraan van de epitheelcellen verondersteld.
Vervolgens wordt het aantal snijpunten van dit raster met respek-
tievelijk de apicale en baso-laterale plasmamembraan per eènheid coupe-
oppervlak vastgesteld, ervan uitgaande dat de coupediktevariatie te
verwaarlozen is.
De gegevens van onze morfometrische tellingen, waarbij van de
2proximale tubulus in totaal 11,3 mm en van de distale tubulus in to-
2taal 7,2 mm werden geanalyseerd, zijn weergegeven in tabel 1.
Tabel 1. Morfometrische gegevens omtrent de oppervlaktedichtheid 
in arbitraire eenheden van het apicaal en baso-lateraal
plasmamembraanoppervlak in de proximale tubulus (pars con-
2voluta) en distale tubulus (pars recta) per mm coupe- 
oppervlak.
proximale tubulus distale tubulus
(pars convoluta) (pars recta)
apicale plasmamembraan 555 T5
baso-laterale plasmamembraan 260 66 2
Bij optelling van de dichtheden van apicaal en baso-lateraal 
plasmamembraanoppervlak voor proximale tubulus (pars convoluta) en 
distale tubulus (pars recta) blijkt het totaal voor beide tubuli 
ongeveer gelijk te zijn. De dichtheid van baso-lateraal plasmamembraan­
oppervlak, uitgedrukt in procenten van de dichtheid van het totale 
plasmamembraanoppervlak, bedraagt voor de proximale tubulus 30+10 
(n = 20) en voor de distale tubulus 91+3 (n = 20).
4.6 Diskussie.
Uit 4.5.1 blijkt dat een 60 minuten durende immersie incubatie van vers 
weefsel een zodanige verstoring van de ultrastruktuur oproept, dat zulk een 
weefsel niet meer geschikt is voor autoradiografisch onderzoek. Het blijkt 
dat de proximale tubuluscellea gevoeliger zijn voor veranderingen dan de dis­
tale tubuluscellen. Een aan de incubatie voorafgaande fixatie levert het 
voordeel op van een beter struktuurbehoud. Toch blijkt soms dat er, ondanks 
een snel uitgevoerde perfusiefixatie, in sommige gedeelten van de nier struk-
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turele veranderingen zijn opgetreden door een minder goede fixatie. Een ma- 
kroskopisch niet zichtbare fixatie van de bloedcellen in situ - waardoor het 
capillair verstopt - kan in het erachter liggend stroomgebied slecht gefi­
xeerd weefsel geven.
Uit de bestudering van de ultrastruktuur van de verschillende nefron- 
segmenten van de cavia blijkt dat deze goed overeenkomt met die van de rat 
en de muis. Evenals Schmidt et al. (1971 b) in hun onderzoek bij de rat, 
kunnen wij bij de cavia geen cytomorfologische verschillen vinden tussen 
capsulaire en iuxtamedullaire nefronen.
De ultrastrukturele veranderingen in de nier ten gevolge van incubatie 
met een ouabaine bevattend medium worden ook door Trump et al. (1971) ver­
meld. In een onderzoek naar experimentele modificaties van laterale en ba­
sale membranen in het nefron van de bot, merken zij dat remming van het Na+-
transport door ouabaine resulteert in zwelling van de cel. Afhankelijk van
—5 —2de ouabaineconcentratie (10 - 10 M) zijn er verschillende fasen van 
zwelling te onderscheiden. Een van de effekten, die zij hierbij constateren, 
is de vorming van concentrische of spiraalsgewijs geordende membraanstruk- 
turen, bestaande uit basale plasmamembranen; vaak omgeven deze de organellen, 
zoals de mitochondriën.
In een onderzoek naar het effekt van ouabaine op de ultrastruktuur wordt 
door McDonald et al. (1972) lichtmikroskopisch bij niercellen van de hsunster 
in vitro bij een concentratie van  ^x 10~ M, een sterke vacuolisatie in het 
cytoplasma gezien, gepaard gaand met een toename van filamenteuze uitstul­
pingen. Elektronenmikroskopisch wordt een toegenomen aantal mitochondriën 
en vetdruppels waargenomen.
Op grond van de experimenten van Kinne et al. (1971), Heidrich et al.
(1972) en Schmidt et al. (1971) is het waarschijnlijk dat het Na+-K+-ATPase 
in de baso-laterale plasmamembranen van de epitheelcel van de rattenier ge­
lokaliseerd wordt (zie 3.2). Daarom wordt d.m.v. morfometrische tellingen 
de verhouding tussen de dichtheden baso-lateraal plasmamembraanoppervlak van 
proximale tubulus en distale tubulus berekend, teneinde deze te vergelijken 
met de verhouding van het aantal zilverkorrels per eenheid van coupe-opper- 
vlak (7-3.1). De verhouding tussen de dichtheden baso-lateraal plasmembraan- 
oppervlak van de proximale tubulus (pars convoluta) en distale tubulus (pars 
recta) van 1 : 3 (zie tabel 1) vinden wij terug bij Schmidt et al. (1971 h) 
voor de rattenier. Zij vinden een hoeveelheid baso-lateraal plasmamembraan­
oppervlak, uitgedrukt in procenten van de totale hoeveelheid plasmamembraan­
oppervlak voor de proximale tubulus van 10 a Uo, en voor de distale tubulus 
van 86 a 95• .
Hoofdstuk 5. Onderzoek naar de specifieke en aspecifieke binding 
van ouabaine
5.1 Inleiding.
Ouabaine kan zowel specifiek als aspecifiek gebonden worden in weef­
sels (Baker et al. 1970, 1972, 1972; Brading et al. 197*+; Hoffman et al. 
1969; Dunham et al. 1971). Er zijn sterke aanwijzingen dat de specifieke 
binding in nauwe relatie staat tot het aktieve Na+-transport (Baker et al. 
1970, 1972; Brading et al. 197*+ > Ellory et al. 1969; Hoffman 1969» Hoffman 
et al. 1969* Dutta et al.„ 19^ 9) • Dunham et al. (1971) vinden bij hun onder­
zoek aan schape-erythrocyten dat er een nagenoeg lineair verband bestaat 
tussen de hoeveelheid specifiek gebonden ouabaine en de hierdoor veroor­
zaakte remming van de Na+-pomp. In onze autoradiografische experimenten 
gaat daarom onze belangstelling in de eerste plaats uit naar het Bpecifiek 
gebonden ouabaine.
Om te kunnen onderscheiden tussen specifiek en aspecifiek gebonden 
ouabaine wordt gebruik gemaakt van het effekt van K+-ionen op de specifieke 
binding. Naarmate de externe K+-concentratie groter wordt, neemt de hoe­
veelheid specifiek gebonden ouabaine af (Baker et al. 1970, 1972; Boardman 
et al. 1972; Brading et al. 197*+; Dutta et al. 1969; Ellory et al. 1969; 
Hoffman et al. 1969; Landowne et al. 1970; Lishko et al. 1972; Wolf et al. 
1972). Aan dit effekt van K+-ionen op de hoeveelheid specifiek gebonden 
ouabaine ligt een competitie tussen het ouabaine en het K+-ion ten grond­
slag. Gebaseerd pp deze competitie van ouabaine en K+ wordt vaak van twee 
incubatiemedia gebruik gemaakt, hierna het "ATP"-medium (2 mM ATP, geen K+) 
en het "K"-medium (10 mM K+, geen ATP) genaamd. In het "K"-medium wordt het 
ouabaine slechts aspecifiek gebonden. In het "ATP"-medium wordt het ouabaine 
zowel aspecifiek als specifiek gebonden. Het verschil in ouabainebinding 
tussen deze beide media zal dus het specifiek gebonden ouabaine opleveren.
5.2’ Chemische reagentia.
Adenosine-5' triphosphaat dinatriumzout (ATP): Boehringer, Mannheim,
W.Duitsland. Ouabaine (Strophanthin-G): E.Merck, Darmstadt, W.Duitsland.OH-ouabaine (specifieke aktiviteit 13 C/mM): HEN Chemicals, Dreieichenhahn, 
W.Duitsland. Hyamine hydroxide en omnifluor: NEN Chemicals, Dreieichenhahn, 
W.Duitsland.
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Om een onderscheid te kunnen maken tussen specifiek en aspecifiek ge­
bonden ouabaine hebben ook wij twee incubatiemedia samengesteld: het "ATP"- 
en "K"-medium.
Brading et al. (197*0 vinden bij de gladde spier van de cavia bij een 
verhoging van de K+-concentratie van 0,8 mM tot 6 mM een duidelijke afname 
(k0-50%) van de hoeveelheid gebonden ouabaine. Chipperfield et al. (1973) 
vinden zelfs bij een microsomenfraktie van runderhersenen een 100? afname 
van de binding van het ouabaine bij 10 mM K+. Om deze redenen werd door ons 
een K+-concentratie gekozen van 10 mM in het "K"-medium.
Brading et al. (197*0 constateren dat in de gladde spier van de cavia 
de specifieke bindingsplaatsen voor ouabaine verzadigd worden bij een con­
centratie van 10”^ M. Evenzo vinden Baker et al. (1972) dezelfde waarde voor 
nierweefsel van de cavia. De hoeveelheid aspecifiek gebonden ouabaine neemt 
echter evenredig toe met de ouabaine concentratie. Daarom kozen wij voor 
onze incubatiemedia een H-ouabaine concentratie van 10 a 10” M.
Voor een optimale, dit wil zeggen zoveel mogelijk specifieke binding 
van het ouabaine aan het Na+-K+-ATPase, zich uitend in een maximale remming, 
p  j, ^
zijn ATP, Mg en Na nodig (Albers et al. 1968; Akera 1971; Akera et al. 
1970; Baker et al. 1972 a; Schwartz et al. 1968; Siegel et al. 1972; Skou 
et al. 1971).
+ + . . . .Voor ean optimale Na -K -ATPase aktiviteit is een concentratieverhou-
ding ATP/Mg nodig van ongeveer 1, waarbij de concentraties zelf ongeveer
2 mM bedragen (Bonting 1970). In ons "ATP"-medium zijn daarom 2 mM ATP en
P+1,5 mM Mg aanwezig. Experimenten van Ku et al. (197*0 aan een homogenaat 
van een caviahart laten zien dat de ouabainebinding in aanwezigheid vanp I5 mM ATP en 5 mM Mg 6x groter is (specifiek en aspecifiek gebonden oua­
baine) dan in afwezigheid van ATP (aspecifiek gebonden ouabaine). Om de
specifieke binding van het ouabaine in het "K"-medium zo laag mogelijk te
• ■ 2+ • • doen zijn, werden zowel het ATP als het Mg hieruit weggelaten.
De pH van beide incubatiemedia werd gesteld op 7,2 met 2 N HC1 of
2 M Tris, de optimale pH voor het Na+-K+-ATPase. De osmolariteit werd met
saccharose op 3**0 mOsm gebracht, een veel gebruikte waarde in de elektro-
nenmikroskopische histologie. De osmolariteit werd gemeten met een osmo-
meter van Advanced Instruments Inc. USA.
Al deze overwegingen hebben geresulteerd in twee incubatiemedia met
de volgende samenstelling (in mM):
5.3 Incubatiemedia.
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Medium NaCl NaHCO- MgSO^  NaH^ PO^  CaCl^  KC1 ATP Glucose Saccha- Ouabaine pH
rose
"ATP" 115 25 1,5 1,2 1,0 - 2,0 - 56,0 10-l+ 7,2
"K" 105 25 - 1,2 1,0 10,0 - 2,0 56,0 10-1* 7,2
5.U Proefdieren.
Voor een aantal experimenten werden albinoratten (mnl., 300-350 g) ge­
bruikt. Daar echter uit andere voorexperimenten (5*8) bleek dat het nier- 
weefsel van de cavia relatief veel grotere hoeveelheden ouabaine bindt, heb­
ben wij ons in verdere experimenten beperkt tot het gebruik van mannelijke 
albinocaviae van 300-350 g.
5.5 Procedure van de immersie incubatie.
De cavia wordt met fluothaan onder narcose gebracht. Omdat Charley et 
al. (1973) een significant verschil in Na+-K+-ATPase aktiviteit in de me- 
dulla vermelden tussen de linker en rechter nier van de rat, hebben wij 
voor alle experimenten steeds de linker nier gebruikt. Nadat de linker nier 
uit het dier verwijderd is, wordt deze met ijs gekoeld tot U°C, waarna met 
behulp van een Stadie-Riggs microtoom 0,5 mm coupes worden gesneden. Zowel 
uit de cortex als uit de medulla worden monsters met een diameter van 2 mm 
geponst, die nogmaals in vieren worden gesneden. Het weefsel wordt geduren­
de 60 minuten bij 37°C geïncubeerd in 5 ml met carbogeen doorborreld "ATP" 
of "K"-medium. Hierna wordt het weefsel gedurende 30 seconden gespoeld in 
een gekoeld, ouabaine-vrij medium, en gedroogd onder vacuüm (2 x 10-  ^Torr) 
gedurende de nacht. Nadat het drooggewicht is bepaald, wordt het weefsel 
gedurende ongeveer 8 uur bij 50°C opgèlost in ongeveer 1 ml hyamine hydro- 
xide. Hierna wordt 12 ml 0,b% omnifluor in tolueen toegevoegd, waarna de 
hoeveelheid radioaktiviteit wordt bepaald met behulp van een Packard Tri- 
Carb Liquid Scintillation Spectrometer. De hoeveelheid gebonden radioakti­
viteit wordt uitgedrukt in dpm/mg drooggewicht. Elka waarde is het gemid­
delde van een triplo-bepaling.
5.6 Procedure van de perfusie incubatie.
De perfusie wordt uitgevoerd als omschreven in k.2 . Voor deze experi­
menten wordt gebruik gemaakt van het perfusiesysteem 1 (U.3 A), tenzij an­
ders vermeld. Het radioaktieve ouabaine wordt pas aan het circulerend per- 
fusiemedium ("ATP" of "K"-medium) toegevoegd als de nier geheel vrij van
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bloed in het perfusiesysteem is overgebracht. Na 60 minuten perfusie incu­
batie worden dunne plakjes (0,5 - 1,0 mm) van de nier gesneden met een 
scheermes en worden van cortex en medulla kleine (1 mm^ ) fragmenten gesne­
den. Verder ontvangen zij een identieke behandeling als bij een immersie 
incubatie (5.5).
Bij deze perfusie incubaties doet zich nog een interessant probleem 
voor. In tegenstelling met de procedure bij een immersie incubatie, waarbij 
incubaties zowel met het "ATP"-medium als met het "K"-medium uitgevoerd 
worden aan de nier van êên dier, zodat gepaarde waarnemingen verkregen wor­
den, kan een perfusie incubatie aan êên dier slechts met êên incubatie- 
medium uitgevoerd worden. De gegevens over ouabaine-binding na perfusie 
incubaties met het "ATP"-medium zijn derhalve van een andere groep dieren 
afkomstig dan die na perfusie incubaties met het "K"-medium. Het probleem 
nu bestaat hierin dat wij geïnteresseerd zijn in de verhouding specifiek/ 
aspecifiek gebonden ouabaine binnen êên dier, terwijl bij perfusie incuba* 
ties de gegevens afkomstig zijn van twee gescheiden groepen dieren.
In het appendix wordt deze vraagstelling uitgewerkt door Drs.J.A.M. 
van Druten van de Mathematisch-Statistische Adviesafdeling (hoofd Drs. 
Eh.v.Elteren) van deze universiteit.
5.7 Incubatie na voorafgaande perfuaie-fixatie.
In een aantal gevallen worden de innuersie en perfusie incubaties uit­
gevoerd aan vooraf gefixeerd weefsel. Deze voorfixatie gedurende twee minu­
ten wordt als eer* perfusie fixatie uitgevoerd met \% paraformaldehyde in
0,1 M kakodylaatbuffer, pH = 7,2. De perfusie-fixaties zijn uitgevoerd met 
het perfusiesysteem 2, tenzij anders vermeld. Bij een perfusie incubatie 
wordt hierna ook via het perfusiesysteem de nier gedurende 5 a 6 minuten 
met respektievelijk het "ATP"-medium of het "K"-medium gespoeld. Bij een 
dergelijke perfusie-fixatie wordt de nier snel geheel hard.
Omdat een immersie incubatie wordt uitgevoerd met twee verschillende 
incubatiemedia aan stukjes weefsel, afkomstig van dezelfde gefixeerde nier, 
wordt met 0,1 M kakodylaatbuf f er (pH = 7,2) 3*t0 mOsm in plaats van met een 
ouabaine-vrij incubatiemedium gespoeld. Zo kan met deze immersie incubatie- 
procedure zowel de ouabaine-binding met het "ATP" als met het "K"-medium 
aan êên en dezelfde nier gemeten worden.
Terloops zij gewezen op een verschil bij fixatie met glutaaraldehyde, 
zoals deze zijn uitgevoerd ter bestudering van de ultrastruktuur (U. 1+), en 
met paraformaldehyde. Bij een fixatie met 2% glutaaraldehyde blijft de bui-
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tenste rand van de medulla vaak lichtrose, terwijl bij een perfusie fixatie 
met \% paraformaldehyde de nier geheel helder van kleur wordt.
5.8 Resultaten.
1. Diersoorten, weefselsoort.
Bonting et al. (1962) vinden dat het ouabaine het Na+-K+-ATPase 
reeds bij zeer lage concentraties remt, doch dat er niettemin belangrijke 
verschillen in gevoeligheid van het enzym bestaan bij verschillende weef- 
selsoorten, alsook bij verschillende diersoorten. Daarom zijn door ons 
verschillende weefseltypen (nier en lever), afkomstig van verschillende 
diersoorten (cavia, konijn, rat en muis) onderzocht op hun bindingsgedrag 
voor ouabaine.
Uit figuur 17 blijkt dat in de nier van de cavia de grootste hoe­
veelheid ouabaine per mg drooggewicht gebonden wordt. Bovendien blijkt 
dat de verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine hoog is: 4,5 
voor niermedulla na 30 minuten incubatie. Opgemerkt moet worden dat in 
onze experimenten de verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine 
voor de nier van de cavia aanmerkelijk gunstiger ligt dan in de experi­
menten van Zuliani (1971) onder dezelfde condities: 2,3. Uit deze figuur 
blijkt tevens dat de ouabaine-binding bij de nier van het konijn dezelfde 
tendens vertoont als bij de cavianier. Tevens valt uit deze figuur af te 
lezen dat zowel de rat als de muis nauwelijks ouabaine binden. Voorts 
blijkt uit de figuur dat de nier en de lever van de cavia enerzijds, en 
de nier en de lever van de rat anderzijds, eenzelfde bindingspatroon la­
ten zien.
Hetzelfde bindingspatroon van ouabaine in de rattenier wordt gevon­
den bij een perfusie incubatie. De resultaten van deze experimenten zijn 
samengevat in tabel 2. Uit deze tabel blijkt dat geen verschil in de 
hoeveelheid gebonden ouabaine tussen cortex en medulla kan worden vast­
gesteld. Opmerkelijk is ook dat de totale hoeveelheid gebonden ouabaine 
bij de rat klein is, vergeleken met die na immersie incubatie bij de 
cavianier. Daar de hoeveelheid gebonden ouabaine met het "ATP"-medium 
niet verschilt van die in het "K"-medium, treedt blijkbaar geen speci­
fieke binding op. De ongevoeligheid van de rat voor ouabaine blijkt, 
naast de geringe totale hoeveelheid gebonden ouabaine, ook uit het niet 
tijdsafhankelijk zijn van deze ouabaine-binding.
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Figuur 17- Ouabaine-binding in nier en lever.
Hoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggevicht aan de 
nier (medulla) van cavia, konijn, muis en rat, en de lever van 
cavia en rat na een immersie incubatie van resp. 5, 10, 20 en 30 
minuten in "AÏP"-medium (!•:•:•) en "K"-medium (§§§) met verhouding
specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine: sg/asg (*§j| ).
3 -7H-ouabaine concentratie: 10 M, n = 2.
Tabel 2. Ouabaine-binding aan rattenier na perfusie incubatie.
Hoeveelheid gebonden H^-ouabaine in dpm/mg drooggevicht aan de nier 
van de rat na een perfusie incubatie gedurende resp. 5, 10 en 20 minu- 
ten in het "ATP"-medium en het "K"-medium. H-ouabaine concentratie: 
10^  M, n = 3, vaarden +_ standaarddeviatie.
Cortex Medulla n
"ATP"-medium 5 min. 16871* + 3183 17751 + **93 3
10 min. 13322 + 1271 13022 + 1203 3
20 min. lUU lU + 6oU 15691 + 1*172 3
"K"-medium 5 min. 15206 + 1*656 151*60 + 2588 3
10 min. 19883 + 21'32 18953 + 6291 3
20 min. 18370 + 21*10 19751 + 2193 3
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2. Modificaties van de incubatiemedia
Omdat de verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine voor de 
nier van de cavia aanmerkelijk verschilde met die van Zuliani's experi­
menten, lijken deze verhoudingen sterk te kunnen worden beïnvloed door 
de experimentele condities. Daarom worden wijzigingen aangebracht in de 
samenstelling van de incubatiemedia. Zoals blijkt uit figuur 18, geeft 
een verdubbelde ATP-concentratie in het "ATP"-medium géén toename in de 
totale hoeveelheid gebonden ouabaine.
Figuur 18. Ouabaine-binding als funktie van mediumsamenstelling.OHoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggewicht 
aan de nier (medulla) van de cavia na een immersie incubatie 
gedurende resp. 5, 10, 20 en 30 minuten in het "ATP"-medium, 
resp. een "gewijzigd" medium; voor nadere toelichting: zie 
tekst.
3 -7H-ouabame concentratie: 10 'M, gemiddelden met standaard­
fout (n = 2).
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Op grond van de gegevens van Taniguchi et al. (1973), die met 
2+5 iM Mg en 0,5 mM P^  eenzelfde hoeveelheid gebonden ouabaine vinden aan
een gedeeltelijk gezuiverd Na+-K+-ATPase van runderhersenen als met ATP,
+ 2+ « . . .Ha en Mg , wordt een gemodificeerd incubatiemedium samengesteld, bestaan­
de uit: 5 mM MgSO^ , 0,5 mM NaHgPO^ , 1 mM CaClg en saccharose tot 3^ 0 mOsm., 
met een ouabaineconcentratie van 10-^ M. Ook dit medium geeft ten opzichte 
van het "ATP"-medium géén toename, maar zelfs een afname in de hoeveelheid 
gebonden ouabaine.
In figuur 19 zijn de resultaten weergegeven van experimenten, waarbij 
de invloed van agitatie met zuurstof- of stikstofdoorborreling bij immer- 
sie incubatie wordt nagegaan. Onder deze condities is er een duidelijke 
toename in hoeveelheid gebonden ouabaine ten opzichte van een immersie
incubatie zonder agitatie waar te nemen.
-UToevoeging van 10 M NaCN aan de mcubatiemedia heeft geen effekt. 
Cyanide is een remmer van de oxydatieve fosforylering en stopt dus de vor­
ming van ATP. Schmidt et al. (1971) vermelden echter dat cyanide tot .een
—2 . + +concentratie van 2 x 10 M geen invloed heeft op het Na -K -ATPase. Baker
et al. (1972) vermelden dat de ouabaine-binding aan niercoupes van de ca­
via onder anaerobe omstandigheden sterk afneemt. Als vermoedelijke ver­
klaring voor de toename in de hoeveelheid gebonden ouabaine gelden niet 
alleen de zuurstofvoorziening (agitatie door 0 )^, maar ook de in de incu- 
batiemedia veroorzaakte agitatie, waardoor het weefsel steeds opnieuw van­
uit de "uitgangsconcentratie" ouabaine opneerat (agitatie door N^).
3. Cortex en medulla.
In verband met later te beschrijven histologisch-autoradiografisch 
onderzoek wordt naast de medulla ook de cortex onderzocht op het bindings- 
gedrag voor ouabaine. Figuur 20 laat de uitkomsten van deze immersie incu- 
baties zien na een incubatietijd van respektievelijk 5, 10, 20, 30 en 60 
minuten.
Uit deze figuur blijkt dat de medulla veel meer ouabaine bindt dan 
het cortexweefsel. De hoeveelheden specifiek en aspecifiek gebonden oua­
baine blijken zowel in de cortex als in de medulla met de tijd toe te ne­
men. In deze figuur valt eveneens de verhouding specifiek/aspecifiek ge­
bonden ouabaine af te lezen voor cortex en medulla. Deze verhouding be­
draagt na 60 minuten immersie incubatie voor de cortex 5 >0 en voor de me­
dulla 5,5.
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Figuur 19. Ouabaine-binding bij agitatie onder aerobe en anaerobe 
omstandigheden.
3Hoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggewicht 
aan de nier (medulla) van de cavia na een immersie incubatie 
gedurende resp. 5, 10, 20 en 30 minuten in "ATP"-medium
en "K"-medium (§$$$) met verhouding specifiek/aspeci­
fiek gebonden ouabaine sg/asg (■■ ) •
Incubatiemedia worden geagiteerd. H^-ouabaine concentratie 
-710 M, gemiddelden met standaardfout,(n = 2).
-  5*t -
X103 dpm/mg drooggew.
minuten
Figuur 20. Ouabaine-binding als funktie van de tijd.
3Hoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggewicht 
aan de nier (cortex en medulla) van de cavia na een 
immersie incubatie gedurende resp. 5, 10, 20, 30 eh 60Ominuten” in "ATP" en "K"-medium. H-ouabaine concentratie:
—710 M, gemiddelden met standaarddeviatie,(n = 3).
1*. Immersie en perfusie.
Qm de redenen, vermeld in hoofdstuk** (o.a. optimaal struktuurbehoud) 
worden ook perfusie incubaties uitgevoerd aan de nier van de cavia. De 
voordelen van een perfusie incubatie zijn niet alleen beperkt tot het 
struktuurbehoud. Het zal ook mogelijk zijn het weefsel d.m.v. een per­
fusie steeds opnieuw ouabaine en zuurstof aan te bieden. De resultaten 
van onze perfusie-experimenten zijn, samen met die van de 60 minuten du­
rende immersie incubatie, weergegeven in figuur 21.
Uit figuur 21 blijkt dat ten opzicht van een immersie incubatie de 
hoeveelheid gebonden ouabaine na een perfusie incubatie laag is. Dit
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Figuur 21. Ouabaine-binding na immersie en perfusie incubatie.OHoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggevicht 
aan de nier (cortex en medulla) van de cavia na een 60 
minuten durende immersie en perfusie incubatie in "ATP"- 
medium (•:•!•:) en "K"-medium ( §§ ), met verhouding speci­
fiek/aspecifiek gebonden ouabaine: sg/asg ( ) •
3 -7H-ouabaineconcentratie: 10 M, gemiddelden met standaard­
deviatie, (n = 6).
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geldt slechts voor het "ATP"-qiediuin. Het gevolg hiervan is dat ook de 
verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine na een perfusie incu­
batie erg laag is. Dit fenomeen zou het gevolg kunnen zijn van vasocon- 
strictoir effekt van het ouabaine. Een dergelijk effekt wordt in de lite­
ratuur vaak vermeld (Mason et al. 1964; Harrison et al. 1969; Treat et 
al. 1971; Vreeswijk 1973; Murthy et al. 1974; Ross et al. 1974). Vaso- 
constrictie kan reeds optreden bij een ouabaine-concentratie van 10~^ M 
a 10 M, waarbij het Na -K -ATPase nog niet volledig geremd wordt.
Teneinde de mogelijke invloed van vasoconstrictie bij onze experi­
menten na te gaan, wordt de doorstromingssnelheid tijdens een perfusie 
(met perfusiesysteem 2) gemeten vó6r en na toevoeging van ouabaine aan 
het circulerend medium. In vier experimenten blijkt dat na een gedurende 
30 minuten constante doorstromingssnelheid van 17 ,5 ml/min. deze niet
verandert gedurende de daarop volgende 45 minuten na toevoeging van
-7 . . .  -5 . . . . . .10 M, respektievelijk 10 M ouabaine. Anderzijds blijkt uit het feit,
-4 .dat 5 x 10 M noradrenaline een onmiddellijke reduktie van de doorstro- 
mingssnëlheid veroorzaakt van circa 20JC, dat de bloedvaten van de nier 
nog tot vasocontrictie in staat zijn.
Daar een eventueel vasoconstrictoir effekt van ouabaine nog verhoogd 
kan zijn door ATP, omdat juist een sterke reduktie van de ouabainebinding 
optreedt met het "ATP"-medium, worden bindirigsexperimenten uitgevoerd 
met twee gemodificeerde incubatiemedia, waarbij in het "ATP”-medium het 
ATP wordt weggelaten. De samenstelling van deze twee media, die nu met 
name in hun K+-concentratie verschillen, is als volgt (in mM):
medium NaCl NaHC03 MgSO^ NaHgPO^ CaCl2 KC1
"-ATP" 115 25 1,5 1,2 1,0 _
"+K+" 105 25 1,5 1,2 1,0 10
medium ATP Glucöse Saccha- Ouabaine PH mOsm
rose
"-ATP" _ 2,0 56,0 10-“ 7,2 340
"+K+" - 2,0 56,0 10"1* 7,2 340
Uiteraard moeten de immersie incubaties herhaald worden met deze media 
omdat weglating van ATP invloed heeft op de binding van het ouabaine in 
het weefsel. Daarom worden niet alleen perfusie incubaties uitgevoerd, 
maar óok immersie incubaties.
-  5 7  -
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Figuur 22. Ouabaine-binding in cavianier in ATP-vrij medium.3Hoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggewicht aan 
de nier van de cavia na een immersie en perfusie incubatie 
gedurende 60 minuten in ATP-vrij medium (•:•:•:) en "+K"-medium 
< »  , met verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine: 
sg/asg (mi). H-ouabaineconcentratie: 10 M, gemiddelden 
met standaarddeviatie, (n = 6).
Uit figuur 22 blijkt dat ook met deze gewijzigde media ten opzichte 
van een immersie incubatie de hoeveelheid gebonden ouabaine na een perfu-
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sie incubatie laag is. De hoeveelheid gebonden ouabaine in de medulla bij 
afwezigheid van ATP is aanzienlijk lager dan de overeenkomstige waarde in 
figuur 21. Uit toetsing van de waarden, vermeld in figuur 22, met de over­
eenkomstige waarden in figuur 21 blijkt dat deze niet significant ver­
schillend zijn (p > 0,05), behalve de waarde voor medullaweefsel geïncu- 
beerd in ATP-vrij medium tijdens immersie incubatie. Daar het ATP uit dit 
medium is weggelaten, is deze afname ook te verwachten.
Op grond van het feit dat de doorstromingssnelheid niet verandert 
ten gevolge van ouabaine en het feit dat de hoeveelheid gebonden ouabaine 
met de gemodificeerde media na perfusie incubatie niet significant ver­
schillend is van die na perfusie incubatie met het "ATP" en "K"-medium, 
lijkt een vasoconstrictoir effekt van ouabaine in onze proefopstelling 
onwaarschijnlijk. Uit figuur 22 blijkt ook dat het weglaten van ATP slechts 
een afname geeft van circa 30% van het specifiek gebonden ouabaine.
Monsters, genomen na perfusie, wijzen uit dat 25 a 30/£ van de totale 
hoeveelheid ouabaine door de nier tijdens de perfusie wordt opgenomen. 
Derhalve zal de beschikbare hoeveelheid ouabaine in het incubatiemedium 
bij perfusieëxperimenten geen limiterende faktor zijn.
5. Verzadiging van de specifieke binding van ouabaine.
Het is van belang na te gaan of er verzadiging van de specifieke
bindingscapaciteit van het ouabaine optreedt. Enkele experimenten worden
_7uitgevoerd om het effekt van ouabameconcentraties hoger dan 10 M op de 
verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine na te gaan. De resul­
taten van deze experimenten zijn weergegeven in figuur 23.
Figuur 23 laat zien dat bij toenemende ouabaineconcentratie de oua- 
baine-hinding stijgt. Bij immersie incubatie lijkt zowel voor cortex als 
medulla verzadiging van het specifiek gebonden ouabaine op te treden. Het 
aspecifiek gebonden ouabaine neemt bij toenemende ouabaineconcentratie 
sterk toe, zodat de verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine 
sterk afneemt.
Tegelijkertijd blijkt dat bij perfusie incubatie met ouabaine concen- 
-7 -6traties van 2.10 M en 10” M de verhouding specifiek/aspecifiek gebonden 
ouabaine stijgt voor cortexweefsel. Hieruit is af te leiden dat bij een 
perfusie het verzadigingspunt voor het specifiek gebonden ouabaine bij 
10 M^ ouabaine nog niet bereikt is. Voor medullaweefsel is er geen of 
nauwelijks een specifieke binding te onderscheiden bij deze concentraties.
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Figuur 23. Verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine in cavia- 
nier bij verschillende ouabaineconcentraties en incubatie- 
methoden.
Hoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggevicht aan 
de nier van de cavia na 60 minuten durende immersie en per­
fusie incubatie met het "ATP"-medium ('£;•;») en het "K"-medium 
, met verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine: 
sg/asg {■(Xf!), bij verschillende ouabaineconcentraties. 
Gemiddelden met standaarddëviatie.
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De aspecifieke binding van ouabaine neemt zowel in cortex als medulla- 
weefsel ongeveer lineair toe met de concentratie.
Of er een significant verschil in bindingsgedrag bestaat tussen cor­
tex en medulla kan door het geringe aantal experimenten niet bepaald wor­
den. Wegens de grote hoeveelheden radioaktief ouabaine, nodig voor deze 
experimenten, en de daaraan verbonden hoge kosten, hebben wij het aantal 
experimenten moeten beperken. Zowel Dutta et al. (1969) als Brading et al. 
(197*0 constateren respektievelijk bij hart- en darmspierweefsel van de 
cavia een verzadiging van de specifieke bindingscapaciteit bij een oua- 
baineconcentratie van 10” M. Aan nierweefsel van de cavia wordt door Baker 
et al. (1972) eveneens verzadiging van de specifieke binding geconsta­
teerd bij een concentratie van 10 M^.
In vergelijking met de immersie incubaties steken de perfusie incu- 
baties voor wat betreft de verhouding specifiek/aspecifiek gebonden oua­
baine ongunstig af.
6. Invloed van voorfixatie op de ouabaine-binding.
Uit een vergelijkend onderzoek van Gordon et al. (1967) naar het 
effekt van verschillende fixatieven op. de Na+-K+-ATPase aktiviteit in 
rattehersenen blijkt dat glutaaraldehyde de enzymaktiviteit het sterkste 
remt. Glutaaraldehyde, formaldehyde en hydroxyadipaldehyde geven een rem­
ming te zien van respektievelijk 81, 71 en 56% na 20 minuten fixatie.
Ernst et al. (1970) vinden een volledige remming van de enzymaktiviteit 
in de zoutklier van eenden na U0-60 minuten fixatie met 0,5% glutaaral­
dehyde, terwijl na 60-90 minuten fixatie met 2 a 3% formaldehyde een rem­
ming van de enzymaktiviteit ontstaat van slechts 30%. Uit deze experimen­
ten blijkt dat na voorfixatie met paraformaldehyde de Na+-K+-ATPase akti­
viteit slechts matig geremd wordt, terwijl daarbij een voor elektronen- 
mikroskopisch histologisch onderzoek een acceptabel struktuurbehoud op­
treedt .
Om iiet succes elektronenmikroskopische autoradiografie uit te voeren, 
moet nagegaan worden hoe groot de totale hoeveelheid gebonden ouabaine 
in gefixeerd weefsel is en hoe de verhouding specifiek/aspecifiek gebon­
den ouabaine in dit geval zal liggen. Er wordt in dit verband gewezen op 
het feit dat na perfusie incubatie veel minder ouabaine gebonden wordt 
in het weefsel dan na immersie incubatie. Daarom worden immersie en per­
fusie incubatieëxperimenten uitgevoerd aan weefsel, dat vooraf perfusie
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Figuur 2h. Ouabaine-binding na voorfixatie met paraformaldehyde.OHoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggevieht aan 
de nier van de cavia, 2 minuten gefixeerd met \% paraformal­
dehyde, na een 60 minuten durende immersie en perfusie incu­
batie in "ATP"-medium (**vlv) en "K"-medium met ver­
houding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine: sg/asg (BH).
3 -7H-ouabaineconcentratie: 10 M.
Gemiddelden met standaarddeviatie voor 1+ immersie- en 3 per-
fusieëxperimenten.
- 62 -
fixatie met paraformaldehyde heeft ondergaan. De resultaten zijn weerge­
geven in figuur 2k. Hieruit blijkt dat ook in voorgefixeerd weefsel tij­
dens immersie incubatie meer ouabaine gebonden wordt dan tijdens perfusie 
incubatie. Ook blijkt dat bij gefixeerd weefsel meer ouabaine in de me- 
dulla dan in de cortex gebonden wordt (vergelijk figuur 2k met figuur 21 
voor ongefixeerd weefsel).
Toetsing van de waarden uit figuur 2b met de overeenkomstige waarden 
uit figuur 21 leert dat bij immersie incubatie de binding aan gefixeerd 
weefsel niet significant verschilt van die aan ongefixeerd weefsel. Een 
kort durende (2 a 5 minuten) voorfixatie met paraformaldehyde blijkt 
derhalve geen invloed te hebben op de.hoeveelheid gebonden ouabaine.
De gegevens vervat in figuur 2h leren ons dat de verhouding speci­
fiek/aspecifiek gebonden ouabaine in dezelfde orde van grootte ligt bij 
experimenten aan gefixeerd weefsel als bij ongefixeerd weefsel.
Omdat de hierboven vermelde fixatietijden kort waren (2 a 5 minuten), 
wordt nog eens het effekt van een langere fixatietijd (30 minuten) nage­
gaan op de verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine na een immer- 
sie incubatie. Als incubatietijd wordt 30 minuten aangehouden. Ter ver­
gelijking wordt naast het fixatief paraformaldehyde ook het fixatief glu- 
taaraldehyde gebruikt. De uitkomsten van deze experimenten zijn samen­
gevat in figuur 25. Een korte fixatietijd met paraformaldehyde laat hier 
een geringe toename van de hoeveelheid specifiek gebonden ouabaine zien 
ten opzichte van ongefixeerd weefsel, zodat de verhouding specifiek/aspe­
cifiek gebonden ouabaine stijgt. Een langere fixatietijd met paraformal­
dehyde veroorzaakt een afname van de totale hoeveelheid gebonden ouabaine 
en eeri toename van het aspecifiek gebonden ouabaine, zodat de verhouding 
specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine lager wordt voor zowel cortex als 
medulla, respektievelijk 1,5 en 2,2 vergeleken met b,J en 5,0 voor onge­
fixeerd weefsel.
Voorfixatie met glutaaraldehyde doet de totale hoeveelheid en de hoe­
veelheid specifiek gebonden ouabaine ten opzichte van ongefixeerd weefsel 
drastisch dalen. Evenals bij een 30 minuten durende voorfixatie met para­
formaldehyde neemt bij een 30 minuten durende voorfixatie met glutaar­
aldehyde de hoeveelheid aspecifiek gebonden ouabaine toe ten opzichte van 
de situatie bij ongefixeerd weefsel. Het gevolg is dat de verhouding spe­
cifiek/aspecifiek gebonden ouabaine zowel voor cortex als voor medulla 
laag is: respektievelijk 0,3 en 0,6. Het bovenstaande houdt in dat een 30 
minuten durende fixatietijd de aspecifieke bindingsplaatsen waarschijnlijk
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Figuur
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. Invloed van fixatiemiddel en fixatietijd op ouabaine- 
binding in cavianier.
Hoeveelheid gebonden H-ouabaine in dpm/mg drooggewicht 
aan niet gefixeerd weefsel van de cavia (A) en weefsel 
dat gefixeerd is met \% paraformaldehyde gedurende 2 
minuten (B) of 30 minuten (C), of met \% glutaaraldehyde 
gedurende 30 minuten (D), na een 30 minuten durende 
immersie incubatie in "ATP"-medium (VV.V.M) en "K"-medium 
($$$§)> met verhouding specifiek/aspecifiek gebonden 
ouabaine: sg/asg (M ). H-ouabaineconcentratie: 10 M, 
gemiddelden met standaarddeviatie, (n = 3).
-  6h -
toegankelijker maakt voor ouabaine, of dat deze fixatietijd meer aspeci­
fieke bindingsplaatsen doet ontstaan. Duidelijk blijkt dat glutaaralde- 
hyde veel sterker de specifieke bindingsplaatsen beïnvloedt dan parafor- 
maldehyde. Dit is in overeenstemming met de reeds eerder genoemde onder­
zoekingen van Gordon et al. (1967) en Ernst et al. (1970) aangaande het 
effekt van fixatieven op de enzymaktiviteit.
5.9 Diskussie.
Uit vergelijking van de hier onderzochte diersoorten blijkt dat bij de 
cavia de grootste hoeveelheid ouabaine gebonden wordt. Bovendien is bij de 
cavia de verhouding specifiek/aspecifiek'gebonden ouabaine het gunstigst. 
Zowel uit de immersie incubaties aan lever en nier als uit de perfusie incu- 
batieëxperimenten aan nier blijkt dat de rat weinig ouabaine bindt. Allen et 
al. (1969) veronderstellen dat het verschil in gevoeligheid voor ouabaine 
tussen de rat enerzijds en de meer ouabaine-gevoelige soorten anderzijds te 
danken is aan verschillen in conformatie van de N'a+-K+ -ATPasen. De relatieve 
ongevoeligheid voor ouabaine bij de rat zou verklaard moeten worden uit een 
vrij grote instabiliteit van het enzym-ouabaine complex, ën een verminderde 
specifieke binding als gevolg van een geringere affiniteit voor de speci­
fieke plaatsen en een hoeere affiniteit voor de niet specifieke bindings­
plaatsen (Gyory et al. 1972). In onderzoekingen van Tobin et al. (1972 a) 
naar de stabiliteit van het enzym-ouabaine complex bij weefsels van verschil­
lende soorten worden sterk uiteenlopende halfvaardetijden voor dit complex 
gevonden, variërend van Ti = 0,05 min. bij het hart van de rat, tot TS = 87 
min. bij de hersenen van de hond. Daar de associatiesnelheid van het enzym- 
ouabaine complex voor iele soorten en wèefsels geen onderlinge verschillen 
laat zien, zijn volgens Tobin et al. (1972 b) de verschillen in dissociatie- 
snelheid voldoende om de onderlinge verschillen in I^-waarde (die ouabaine- 
concentratie, waarbij het enzym voor 50J5 geremd wordt) te verklaren. Een 
lagere dissociatiesnelheid van het complex gaat gepaard met een hogere ge­
voeligheid voor ouabaine, aldus Tobin. Daar de Na+-K+-ATPase preparaten, be­
reid uit rattehart eh rattenier, een sterk reversibel bindingsgedrag laten 
zien, zijn deze weefsels ongevoelig vóor ouabaine. Daarentegen laten Na+-K+- 
ATPasen van weefsels van mens, hond, rund en lam een stabieler complex zien, 
zodat Wallick et al. (197*0 deze soorten als ouabaine-gevoelig omschrijft. 
Complexen van ouabaine met de Na+-K+-ATPasen van konijnenier, cavianier en 
konijnehart hebben een intermediair karakter qua tijdsafhankelijkheid en 
remming.
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Onze bevindingen aangaande de binding van ouabaine aan de rattenier 
zijn in overeenstemming met die van Allen et al. (1969) en die van Györy 
et al. (1972). De ouabainebinding blijkt met de tijd niet toe te nemen. 
Bovendien blijken de hoeveelheden door cortex en medulla gebonden ouabaine 
in dezelfde (lage) grootte-orde te liggen. Zowel met het "ATP"- als het "K"- 
medium worden dezelfde hoeveelheden ouabaine gebonden. Uit het feit dat
+ + -Ureeds een concentratie van 5 mM K de remming van het Na-transport door 10 M
ouabaine in vitro bij de rattenier kan opheffen, blijkt de competitie tus­
sen K+ en ouabaine met betrekking tot het Na+-K+-ATPase ook bij de rat te 
bestaan (Maude 1 9 6 9). Hieruit concluderen wij dat in onze experimenten er 
geen specifieke binding geconstateerd kan worden. Het feit dat er geen ver­
schil in hoeveelheid gebonden ouabaine gevonden wordt tussen cortex en me­
dulla kan veroorzaakt zijn door de geringe ouabaineconcentratie(10” M), die 
gebruikt is bij dit - voor ouabaine - erg ongevoelige weefsel.
In tegenstelling tot de situatie bij alle andere door Erdmann et al.
(1973) onderzochte soorten blijkt het enzym-ouabaine complex bij de cavia 
sterk temperatuurgevoelig te zijn, met name de dissociatiesnelheid. Snel 
afkoelen van het weefsel na incubatie bij 37°C zal het behoud van het enzym- 
ouabaine complex bevorderen.
Een verdubbeling van de ATP-concentratie in het "ATP"-medium van 2 
naar 1* mM geeft in onze experimenten geen toename in de hoeveelheid gebon­
den ouabaine. Blijkbaar wordt de hoeveelheid gebonden ouabaine niet alleen
bepaald door ATP. Daar meerdere auteurs gevonden hebben dat voor een opti-
+ 2+male binding van het ouabaine aan het enzym zowel ATP, als Na en Mg nodig 
zijn, zal de onderlinge concentratieverhouding hierbij een rol spelen. Nog­
maals zij vermeld dat voor een maximale enzymaktiviteit een concentratie- 2+verhouding ATP/Mg nodig is van ongeveer 1, waarbij de concentraties zelf 
ongeveer 2 mM bedragen (Bonting 1970, blz.262).
Uit figuur 22 blijkt dat het weglaten van ATP uit het incubatiemedium 
geen significante vermindering van het gebonden ouabaine geeft. Dit is in 
overeenstemming met de bevindingen van Chipperfield et al. (1973). Zij vin­
den dat de hoeveelheid gebonden ouabaine aan een microsomenfraktie van run-
+ 2+derhersenen m  aanwezigheid van ATP, Na en Mg dezelfde blijkt te zijn als
2+ . . .  . .in aanwezigheid van Mg alleen. De ouabainebinding kon in beide gevallen
met 10 mM K+ verhinderd worden. Hieruit volgt dat ouabaine gebonden kan wor­
den aan het enzym zonder dat een gefosforyleerd tussenprodukt of een enzym- 
substraat complex ontstaat. Vastgesteld moet worden welke ouabainebindende 
enzymconformatie in direkt verband staat met de Na+-pomp.
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Dutta et al. (1 9 6 9) vinden dat het weglaten van Mg uit het perfusie 
incubatiemedium geen invloed heeft op de hoeveelheid gebonden ouabaine aan 
het geïsoleerde caviahart. De vraag rijst of deze binding slechts een aspe­
cifieke binding is. Dutta et al. zien dat deze ouabainebinding sterk te be­
ïnvloeden is door de K+-concentratie, hetgeen zou wijzen in de richting van 
'een specifieke binding. Zij hebben niet aangetoond of deze binding in rela­
tie staat met de Na+-pomp aktiviteit.
Uit onze experimenten blijkt dat in medullaweefsel van de cavianier 
aanzienlijk meer ouabaine gebonden wordt dan in cortexweefsel (figuur 20).
Dit is in overeenstemming met de gegevens van Hendler et al. (19T1) en 
Schmidt et al. (1971)» die respektievelijk voor rat en hond en voor cavia, 
aap en patrijs een grotere Ha+-K+-ATPase aktiviteit in niermedulla aantref­
fen dan in niercortex. De verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine 
is bij een immersie incubatie zowel voor cortex als medulla ongeveer 5.
Zowel de specifieke als de aspecifieke binding blijkt in de gemeten periode 
van 60 minuten toe te nemen. Blijkbaar zijn na een immersie incubatietijd 
van 60 minuten de specifieke en aspecifieke bindingscapaciteiten nog niet 
benut.
Opmerkelijk is het verschil in de totale hoeveelheid gebonden ouabaine 
tussen immersie en perfusie incubatie (figuur 21). Deze hoeveelheid is bij 
een perfusie incubatie vele malen kleiner dan bij een immersie incubatie, 
en bestaat grotendeels uit aspecifiek gebonden ouabaine. Als mogelijke ver­
klaring zou kunnen gelden dat het ouabaine tijdens een perfusie vasoconstric- 
toir werkzaam is. Teneinde omtrent de eventuele invloed van vasoconstrictie 
bij onze perfusieëxperimenten een indruk te krijgen, worden experimenten 
uitgevoerd om de doorstromingssnelheid in de nier na toevoeging van ouabaine 
te meten. Om een vasoconstrictoir effekt van ouabaine in samenwerking met 
ATP te vermijden, worden ook perfusies uitgevoerd met gemodificeerde media, 
waarin het ATP werd weggelaten (figuur 22). Op grond van de resultaten van 
deze experimenten kan een vasocontrictoir effekt van ouabaine uitgesloten 
worden.
Nechay et al. (1975) hebben waargenomen dat de Na+-K+-ATPase aktiviteit 
in humane niercortex met de tijd afneemt bij een perfusie. In hun experimen­
ten betreffende de conservatie van humane nieren voor transplantatie zign 
zij in de niercortex een vermindering van de enzymaktiviteit van 60/S bij 
een perfusietijd van 16-30 uur. Daar onze perfusieduur maximaal slechts 60 
minuten bedraagt, hebben we aan deze mogelijke aktiviteitsvermindering ver­
der geen aandacht besteed. Opgemerkt moet worden dat enzymaktiviteiten weer-
2 +  ,
- 67 -
spiegeld worden in de hoeveelheden specifiek gebonden ouabaine, zodat een 
vermindering in enzymaktiviteit een vermindering te zien zal geven van de 
hoeveelheid specifiek gebonden ouabaine.
Uit de experimenten van Franke et al. (1975) blijkt dat bij een perfu­
sie van een geïsoleerde rattenier bij hoge perfusiesnelheid verlies aan 
Na+-K+-ATPase aktiviteit optreedt. Verhoging van de doorstromingssnelheid 
van 5 tot 15 ml/g/minuut verlaagt de overblijvende enzymaktiviteit van 35 
tot 5 pM P/mg eiwit/uur. De perfusiesnelheid in al onze incubatieëxperimen- 
ten is constant op 2,5 ml/min gehouden. Bij deze perfusiesnelheid vonden 
Franke et al. (1975) geen vermindering van de Ifa+-K+-ATPase aktiviteit.
De geringe hoeveelheid specifiek gebonden ouabaine na een perfusie 
incubatie doet ons veronderstellen dat het ouabaine de specifieke bindings- 
plaatsen niet kan bereiken. De bloedvaatwand zou een permeabiliteitsbarrière 
kunnen zijn voor het ouabainemolekuul (M = 5Ö*+) • Hierdoor zulle» slechts 
bindingsplaatsen in het endotheel van het bloedvat bezet worden. Wanneer 
het bloedvat niet als barrière optreedt voor het ouabaine kan de basale 
plasmamembraan als zodanig optreden. Het ouabaine kan in dit geval verspreid 
zijn over de buitenzijde van de epitheelcellen aan de basale plasmamembraan, 
het capillair en het interstitium.
Dat de bereikbaarheid van de bindingsplaatsen waarschijnlijk een rol 
speelt, kan blijken uit de experimenten van Györy et al. (1972). Zij zien 
na een microperfusie van peritubulaire capillairen van de rattenier in vivo_o
met 10 M ouabaine nog steeds een natriumreabsorptie van 50$. Bij het toe­
voegen van ouabaine aan het medium, dat aan de luminale zijde wordt aange­
boden, treedt tijdens de perfusie van een geïsoleerde tubulus van de konijne- 
nier een remming van de natrium-reabsorptie op van 80 a 90%. De bereikbaar­
heid via de luminale zijde van de ouabainebindingsplaatsen is waarschijnlijk 
veel groter dan via de peritubulaire bloedbaan.
Bij de immersie incubatie worden weefselplakjes geïncubeerd in plaats 
van het intakte orgaan. Daar in de twee grote aansnijdingsvlakken van het 
weefselplakje vele tubulaire lumina zullen zijn aangesneden, zijn de epi­
theelcellen via het lumen goed bereikbaar voor het ouabaine. Omdat boven­
dien in de twee aansnijdingsvlakken van het plakje cellen zijn opengesneden, 
zijn hiervan nu ook de intracellulaire struktuurelementen bereikbaar voor 
het ouabaine. Bij een dikte van ongeveer 70 pm zullen ongeveer 30 a U0% van 
alle cellen zijn opengesneden daal? de gemiddelde celhoogte van de epitheel­
cellen ongeveer 15 pm bedraagt.
Onze bevindingen zijn tot op zekere hoogte in tegenstelling tot de re-
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sultaten van Torretti et al. (1972). Zij vinden bij infusie een 5x grotere 
binding van H-ouabaine per unit (yM P^/mg eiwit/uur) Na -K -ATPase activi­
teit in de hondenier dan bij incubatie van een microsomenfraktie. Zij nemen 
aan dat deze ouabainebinding specifiek is, daar er een positieve lineaire 
relatie bestaat tussen de hoeveelheid gebonden ouabaine in vivo en de rem-
■4* "l* * » •ming van het Na -K -ATPase. Zij veronderstellen dat de grotere ouabaine­
binding in de in vivo experimenten te danken is aan een grotere toeganke­
lijkheid in vivo van de bindingsplaatsen voor het ouabaine. Hierbij dient 
opgemerkt te worden dat Torretti et al. bij de in vivo experimenten het 
ouabaine aan het bloed hebben toegevoegd. Dit "incubatiemedium" bevat dus 
serumeiwitten, waardoor, via“pinocytose het ouabaine, mogelijk gebonden aan 
eiwitten, waarschijnlijk gemakkelijk intracellulair kan worden opgenomen.
Dit is in tegenstelling met onze perfusie incubaties,die uitgevoerd zijn 
met een eiwit-vrij incubatiemedium. Bovendien is de manier, waarop de micro­
somenfraktie van de hondenier door Torretti et al. bereid wordt, sterk be­
palend voor de hoeveelheid gebonden ouabaine.
Voor het mfeten van de enzymremming wordt frekwent gebruik gemaakt van 
homogenisatie van het weefsel. Het is hierbij in beginsel mogelijk dat het 
ouabaine, dat in vivo nog niet gebonden is, alsnog in het homogenaat gebon­
den wordt en remmend werkt. Ook kan het reeds gebonden ouabaine dissociëren 
van zijn bindingsplaatsen en in het homogenaat remmend werken op de enzym- 
aktiviteit, als de affiniteit van het ouabaine voor de specifieke bindings­
plaatsen groter is dan voor de aspecifieke bindingsplaatsen. Ofschoon bij 
de experimenten van Torretti et al, na homogenisatie van de hondenier een 
lineair verband bestaat tussen de hoeveelheid gebonden ouabaine en de rem­
ming van het Na+-K+-ATPase, mag hieruit niet geconcludeerd worden dat tij­
dens een in vivo infusie het gebonden ouabaine Blechts specifiek gebonden 
is.
Allen et al. (1975) vinden bij een perfusie van een hondehart in vivo 
een lineaire positieve relatie tussen de hoeveelheid gebonden ouabaine en 
de remming van het Na+-K+-ATPase, gemeten in vitro.
De vergelijking van de immersie en perfusieëxperimenten aangaande de 
ouabainebinding kan mooi geïllustreerd worden aan de hand van de experimen­
ten van Dutta et al. (1969) en Kuschinsky et al. (1968). Beiden bestuderen 
zij de ouabainebinding aan de hartspier van de cavia. Dutta et al. schrijven 
de hogere binding van ouabaine in hun experimenten toe aan de perfusie incu­
batie ; dit in tegenstelling met de immersie incubatie, zoals die door 
Kuschinsky et al. werd uitgevoerd.
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Uit onze experimenten blijkt dat een perfusie incubatie geen ideale 
methode is voor een optimale ouabainebinding.
Wegens de slechte resultaten met betrekking tot de hoeveelheid gebon­
den ouabaine bij een perfusie werd uitgekeken naar andere mogelijkheden om 
een grote hoeveelheid ouabaine in het weefsel te binden zonder ernstig struk- 
tuurverlies. Daar voorfixatie van weefsel met paraformaldehyde de Na+-K+- 
ATPase aktiviteit slechts matig remt (Gordon et al. 1967; Ernst et al. 1970), 
worden de voordelen van een perfüsie en een immersie gecombineerd door im­
mersie incubatieëxperimenten uit te voeren aan vooraf gefixeerd weefsel 
(d.m.v. een perfusie). Ook in onze experimenten blijkt een korte fixatie 
van het weefsel met paraformaldehyde nauwelijks een invloed te hebben op 
de ouabainebinding in het weefsel. De verhouding specifiek/aspecifiek ge­
bonden ouabaine is evenals in ongefixeerd weefsel ongeveer 5,0 zowel voor 
cortex als medulla. Ook de totale hoeveelheid gebonden ouabaine-in het weef­
sel blijkt nauwelijks te beïnvloeden door een voorfixatie met paraformal­
dehyde. Overeenkomstige bevindingen vermelden Mazurkiewicz et al. (197**), 
die constateren dat formaldehyde-fixatie geen invloed heeft op de ouabaine­
binding bij de zoutklier van de eend, Hadere specifikaties worden door hen 
niet vermeld. Onze experimenten laten zien dat glutaaraldehyde niet bruik­
baar is, daar de hoeveelheid specifiek gebonden ouabaine tot circa 10$ ge­
reduceerd wordt ten opzichte van de hoeveelheid ouabaine, die in niet ge­
fixeerd weefsel gebonden wordt.
Op grond van de resultaten van de hier beschreven experimenten wordt 
besloten voor het autoradiografische onderzoek een immersie incubatie uit 
te voeren aan weefsel, dat vooraf gedurende 2 a 5 minuten gefixeerd wordt 
met paraformaldehyde d.m.v. perfusie.
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Hoofdstuk 6. Het vriesdrogen
6.1 Inleiding
Door middel van de vriesdroogtechniek kunnen de bezwaren van de gebrui­
kelijke "chemische" fixatie en dehydratie voor weefsels voor histologisch- 
elektronenmikroskopisch onderzoek, zoals diffusie en extractie van lipiden, 
zouten, glycogeen en enzymcytochemisch verkregen neerslagen, vermeden worden. 
Ook het uitspoelen van radioaktieve, water-oplosbare stoffen uit het weefsel 
tijdens de histologische bewerking kan voorkomen worden zodat een autoradio- 
grafisch onderzoek mogelijk wordt.
De omstandigheden, waaronder weefsel gedroogd kan worden, zijn schema­
tisch en vereenvoudigd weergegeven in het fasediagram (figuur 26). Bij het 
"aan de lucht" drogen,van weefsel roepen oppervlaktespanningen deformerende 
krachten op, waardoor de struktuur sterk zal veranderen. Voor submikrosko- 
pisch onderzoek is deze methode dus niet bruikbaar. De beide andere methoden 
zijn: kritische punt drogen en vriesdrogen.
druk
Figuur 26
De loop van verschillende droogprocessen, aangeduid 
in een fasediagram van water.
Tr = triple punt 
K = kritische punt
--- "aan de lucht" drogen
---  kritische punt drogen
.... vriesdrogen
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Bij het kritische punt drogen wordt het weefsel op de gebruikelijke 
manier gedehydreerd en vervolgens gebracht in freon of vloeibare CO^ . Het 
freon of vloeibare CO^  gaat onder verwarming in een gesloten ruimte abrupt 
over in een gasvormige fase zonder de fase-grens te passeren, omdat boven 
het kritische punt de dichtheden van vloeistof en gas gelijk zijn. Deze me­
thode van drogen wordt veel gebruikt voor onderzoek van het oppervlak van 
biologische objekten met behulp van de scanning elektronenmikroskoop. Het 
zgn. vriesdrogen (freeze-drying, lyophilization) is een methode, waarbij 
water in dampvorm onttrokken wordt aan het ingevroren objekt, waarbij de 
rechtstreekse overgang van de vloeibare naar de gasvormige fase van water 
vermeden wordt. De vriesdroogtechniek omvat de volgende stappen (zie figuur 
26):
a) het invriezen van het objekt;
b) het drogen van het objekt bij lage temperatuur door sublimatie van ijs;
c) het fixeren en inbedden van het droge objekti
6.2 Het invriezen
6.2.1 Inleiding
Het proces van het invriezen moet strikt genomen beschouwd worden 
als een proces van dehydratie, ook al wordt het ijs niet aan de cel 
onttrokken. Het invriezen van het weefsel heeft drie belangrijke con- 
sekwenties:
1) alle biochemische reakties worden gestopt;
2) er is een reëele kans op kristallisatie;
3) ten gevolge van de kristallisatie (van zuiver water) kunnen er 
intracellulair en extracellulair concentratieveranderingen optreden.
Bij het invriezen van weefsel worden alle chemische reakties prak­
tisch gestopt. De snelheid, waarmee dit effekt bereikt wordt, is af­
hankelijk van de snelheid van het invriezen van het objekt. Het weef­
sel dient dus zo snel mogelijk te worden ingevroren, te meer daar het 
ontbreken van de bloedtoevoer chemische, fysiologische en strukturele 
veranderingen kan veroorzaken. Rebhun et al. (1966) en SjSstrand et al. 
( 1975) wijzen op het gunstige effekt van een gedeeltelijke dehydratie 
vooraf, daar hierdoor het percentage kristalvrije cellen (zie onder) 
toeneemt.
In principe is het invriezen van weefsel in situ te verkiezen, 
waardoor immers de in vivo morfologie wordt vastgelegd, en bijvoorbeeld
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niertubuli niet zullen collaberen. Werkend met de nier bereikt Parker 
(1962) een koelsnelheid van 35°C/sec. Als gevolg van deze geringe 
koelsnelheid is de kristalgrootte zodanig dat het resultaat slechts 
voor lichtmikroskopisch werk voldoet.
6.2.2 Kristalgrootte
Het tweede gevolg van het invriezen is de kans op kristalvorming: 
een "herordenen" van watermolekulen vanuit een vloeibare fase in een 
kristalrooster. Zuiver water kan worden onderkoeld tot -*tO°C, afhan­
kelijk van de hoeveelheid en snelheid van afkoelen. Bij aanwezigheid 
van onzuiverheden zullen deze als kristallisatiekernen optreden en 
zal kristallisatie eerder optreden. Zodra kristallisatie begint, loopt 
de temperatuur op tot het vriespunt, zodat een mengsel van ijs en wa­
ter ontstaat. Pas als alle water in ijs is getransformeerd, kan de 
temperatuur weer verlaagd worden.
Het aantal optredende ijskristallen is recht evenredig met het 
aantal kristallisatiekernen, en omgekeerd evenredig met de snelheid 
van groei van de ijskristallen. Het "verschijnen" van nieuwe kristal­
lisatiekernen is tevens afhankelijk van de temperatuur. In het trajekt 
van 0°C tot -33°C is het aantal kristallisatiekernen in zuiver water 
klein; van -33° C tot -U3°C neemt dit toe met een faktor 10^ ® (Sjöstrand
1967).
De groeisnelheid van de kristallen is ook afhankelijk van de tem­
peratuur. Deze is bij 0°C nul, en bereikt bij -10°C een maximum.
Daarna neemt de groeisnelheid geleidelijk af totdat zij bij -130°C 
weer bijna gelijk aan nul is. Daarom worden bij het opwarmen van amorf 
ijs, waarin toch zeer kleine mikrokristallen aanwezig zijn, bij een 
temperatuur van circa -130°C grotere kristallen gevormd. Deze temperatuur 
wordt rekristallisatietemperatuur genoemd: bij het vriesdrogen is dit 
de tweede mogelijkheid voor zichtbare kristalvorming. Als rekristal­
lisatietemperatuur voor zuiver water worden in de literatuur vermeld:
+ -125°C (Sjöstrand 1967), -130°C (Echlin et al. 1973), -1U8°C (Yannas
1968) en + -155°C (Moor 196U, Rebhun 1966). De spreiding in deze op­
gegeven waarden kan het gevolg zijn van de beperkte mogelijkheden om 
het voorkomen van mikrokristallen te kunnen aantonen.
Met betrekking tot het gebruik van cryobeschermende stoffen, zo­
als dimetylsulfoxide bij het invriezen van celcultures, vinden Bank 
et al. (1972) slechts een gunstige werking wat betreft het overlevings-
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percentage van gekweekte longcellen van de Chinese hamster, maar een 
effekt in ultrastruktureel opzicht wordt niet gezien. Zij constateren 
dat bij invriesprocedures, die een overlevingskans van 80$ opleveren, 
cellen te zien zijn met een nauwelijks veranderde ultrastruktuur. Het 
omgekeerde is echter niet waar: invriesprocedures met een zeer laag 
overlevingspercentage veroorzaken ultrastrukturele beelden variërend 
van sterk abnormaal tot nauwelijks abnormaal. Argumenten waarom een 
verminderde overlevingskans niet lijkt gerelateerd te zijn aan een 
verstoorde (ultra)struktuur worden door Bank et al. niet gegeven.
6.2.3 Kristallisatietrajekt
Bij biologische objekten, die voor 80-85$ uit water bestaan, is 
het vriespunt verlaagd tot -2°C, terwijl de rekristallisatietempera- 
tuur ongeveer -80°C is. Cellen met een gering percentage -nater (meer 
vorstbestendig) hebben een kristallisatietrajekt, dat verkleind is 
van -10°C tot -40°C. Bij droge zaden en pollenkorrels treedt geen 
kristallisatie op, daar geen water aanwezig is. Naar mate dus het 
watergehalte kleiner wordt, wordt het temperatuurtrajekt, waarin kris­
tallisatie plaatsvindt, ook kleiner. Als gevolg hiervan wordt ook de 
kans groter dat het objekt dit temperatuurtrajekt bij afkoeling in 
onderkoelde, "kristalvrije" toestand kan passeren. Dit is schematisch 
weergegeven in figuur 27 (Moor 1973).
Figuur 27
Verkleining van het tempera­
tuurtrajekt, waarin kristalli­
satie optreedt bij verschillen­
de typen cellen, vergeleken met 
zuiver water.
--- onderkoelingstrajekt
n kristallisatietrajekt
vp = vriespunt
rk = rekristallisatietemp.
a) zuiver water
b) fysiologisch aktieve cellen
c) vorstbestendige cellen
d) resistente cellen (sporen)
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6.2.U Koelsnelheid
Bij onderkoeling wordt kristallisatie vermeden. Onderkoelde ob- 
jekten zijn echter in een onstabiele toestand. Hoe korter de periode 
van onderkoeling, des te groter is de kans dat deze toestand geduren­
de de gehele periode wordt gehandhaafd. Kaar mate men sneller invriest, 
is de temperatuur, die in onderkoelde toestand gehaald wordt, lager.
Dit is een eerste reden dat de koelsnelheid een belangrijke faktor is 
om de schade door kristallisatie te vermijden. (Koelsnelheid wordt 
hier gedefinieerd als de gemiddelde daling in temperatuur per tijds­
eenheid in de kritieke zone van 0°C tot -100°C).
Afhankelijk van de koelsnelheid is het effekt van vriezen op cel­
len in suspensie verschillend. Wanneer de temperatuur zeer langzaam 
daalt (minder dan 0,01°C/sec) zijn ook gevoelige cellen in staat het 
proces te overleven daar de omringende, extracellulaire, groeiende 
ijskristallen het aanwezige intracellulaire water onttrekken. Hierdoor 
schrompelen de cellen en kunnen overleven als zij deze dehydratie ver­
dragen. Deze extracellulaire kristalvorming kan benut worden om cel- 
cultures, bakteriëncultures en sperma te conserveren.
Bij het toepassen van hogere koelsnelheden (0,01-1000°C/sec) 
blijft niet voldoende tijd over om intracellulair water te onttrekken: 
de cellen worden gedood door intracellulaire kristalvorming. Deze in- 
vriesmethode kan gebruikt worden voor homogenisatiedoeleinden.
Bij een verdere verhoging van de koelsnelheid worden kleinere ijs­
kristallen in zeer grote hoeveelheden gevormd. Wanneer de koelsnelheid 
ongeveer 1000 a 10.000°C/sec bedraagt, lijken in lichtmikroskopische 
onderzoekingen de ijskristallen niet gevormd. Men neemt aan dat hun 
aantal is toegenomen en hun grootte "verkleind" is tot minder dan 
100 S, zodat ze aan de waarneming ontsnappen. Waarschijnlijk is het 
dat slechts een gedeelte van het celwater wordt getransformeerd tot 
amorf ijs. Deze zgn. "vitrifikatie" beschadigt de cellen noch morfo­
logisch noch fysiologisch, waardoor zij kunnen overleven. Het bereiken 
van de gevitrificeerde toestand is asm de volgende voorwaarde gebon­
den: de afvoer van warmte door koeling overschrijdt de eventuele vor­
ming van warmte door kristallisatie (anders zou het objekt opgewarmd 
worden, wat zou resulteren in een drastische vertraging van het proces 
invriezen). Daardoor kunnen de ijskernen niet sterk groeien, zodat 
tenminste een gedeelte van het water onderkoeld raakt tot beneden de 
rekristallisatietemperatuur.
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Op grond van het bovenstaande adviseren Stumpf et al. (1967) koelsnel­
heden van enige honderden graden per sekonde voor lever en uterus 
weefsel. In zijn vriessubstitutie-experimenten aan o.a. pancreas weef­
sel gebruikt Rebhun (1966) een koelsnelheid van 2000°C/sec, terwijl 
Moor (1973) een koelsnelheid van 10.000°C/sec adviseert om de toestand 
van "vitrifikatie" te bereiken. Door ons zijn met behulp van een Cu- 
constantaan-thermokoppel (50 ym diameter) koelsnelheden aan het thermo­
koppel gemeten van l»500-5000°C/sec bij onderdompeling in met vloeibare 
stikstof gekoelde propaan. Vloeibare stikstof, met vloeibare stikstof 
gekoelde freon (Cl^ CF^ ) en smeltende stikstof gaven lagere koelsnel­
heden te zien. Deze waarden geven een indikatie wat de koelsnelheid 
zal zijn aan het oppervlak van een stukje weefsel, dat in dit koel­
medium wordt gebracht.
De koelsnelheid is van een groot aantal faktoren afhankelijk: 
het verschil in temperatuur tussen het weefsel en het koelmedium; 
de vorm van het in te vriezen objekt; de warmtegeleidingscoëfficiënt 
van het objekt en het koelmedium, en de warmteoverdracht tussen het 
objekt en het koelmedium. Om grote koelsnelheden te bereiken, dient 
het weefsel zeer snel in het koelmedium gedompeld of geschoten te wor­
den om zo het weefsel zeer snel de temperatuurgradiënt boven het koel­
medium, waarin het weefsel kan afkoelen, te laten passeren. Bij het 
snel invriezen van een klein bolvormig objekt kan, daar de verhouding 
volumerybppervlak gunstig is voor warmtetransport, een 7x grotere laag 
gevitrificeerd worden dan bij het invriezen van een coupe aan één zijde 
op een gekoeld koperen blok (Moor 1973). Daarom kan Aertsen (1973), 
werkend met een 20? glyceroloplossing zowel aan de rand daarvan zeer 
kleine mikrokristallen aantreffen door de steile temperatuurgradiënt 
aan het oppervlak, als in het centraal gelegen gedeelte, daar hier de 
verhouding volumen/afkoelend oppervlak zeer gunstig is.
Volgens Riehle (1968) is de maximale dikte van het gevitrificeer- 
de gedeelte in biologische objekten slechts 2 a 3 ym. Christensen 
(1971) vermeldt in dit verband een heldere zone aan de rand van ge­
vriesdroogd pancreas- en leverweefsel van 30 ym. Voor het invriezen 
van het weefsel ziet hij af van het gebruik van de meest gangbare koel­
media daar zij alle een zeer lage warmtegeleidingscoëfficiënt hebben.
In zijn experimenten plet hij zijn coupe, die gemonteerd is op een 
houder, tegen een met vloeibare stikstof gekoelde koperen staaf. Hier­
bij kan echter een mogelijke mechanische beschadiging van het weefsel
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optreden.
Gegeven de slechte warmtegeleidingskapaciteit van weefsel is het 
raadzaam met zeer dunne coupes te werken. Om toch hoge koelsnelheden 
(10.000.000°C/sec Moor 1973) in het gehele objekt te bereiken, wordt 
gebruik gemaakt van 50-100 um coupes (Femandez-Moran 1960) of van 
verstoven mikrodruppels (Bachmann et al. 1971).
Moor (1973) past hoge druk toe als cryobeschermende faktor, daar 
hoge druk een goede warmtegeleiding bevordert. Hij beschrijft voor 
Euglenacellen een overlevingskans van 90% wanneer het invriezen tot 
-100°C plaatsvindt in 0,1 seconde bij 1,5 x 10^  Torr. Uit de onder­
zoekingen van Carter et al. (1973) blijkt dat bij het invriezen van 
sperma druk niet cryobeschermend werkt. Dit resultaat wordt waarschijn­
lijk veroorzaakt door de geringe koelsnelheid (0,15°C/sec) in zijn 
experimenten.
6.2.5 Koelmedia
In tabel 3 wordt een overzicht gegeven van een aantal in de vries- 
droogtechniek veel gebruikte koelmedia, met hun kookpunt en vriespunt.
koelmedium vriespunt kookpunt
Helium He -272 -268
Stikstof n2 -210 -196
Argon Ar -189 -185
Waterstof H2 -259 -252
Zuurstof °2 -218 -183
Isopentaan CH3(CH2)2CH3 -159.9 + 27.9
Propaan CH3CH2CH3 -189.9 - I+U.5
Freon C12CF2 -155 - 29
Fluoroform CHF? -163 - 82.2
Tabel 3 Enige koelmedia met hun vriespunt en kookpunt in °C 
bij atmosferische druk
Bij gebruik van helium, stikstof, argon en waterstof als koelmedium 
zal het weefsel door het geringe temperatuurverschil tussen het vries­
punt en kookpunt direkt een sterk koken c.q. verdampen van het koel­
medium aan het contactoppervlak veroorzaken. De hierdoor ontstane 
isolerende gaslaag zal de warmteoverdracht van weefsel naar koelmedium
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sterk belemmeren. Om dit te vermijden wordt de voorkeur gegeven aan 
een koelmedium met een relatief hoog kookpunt.
Isopentaan is vrij visceus bij temperaturen juist boven zijn
Ivriespunt, hetgeen de warmtegeleiding ongunstig beïnvloedt (Pearse
1968). Propaan heeft een veel lagere viscositeit bij -180°C.
Uit de zeer uitgebreide onderzoekingen van Rebhun (1965, 1966) 
blijkt dat van de onderzochte koelmedia (freon, perfluoropropaan, 
propaan, ethaan, ethyleen, propyleen, isopentaan en isobutaan) het 
koelmedium propaan de hoogste koelsnelheid geeft. Ook wordt veel ge­
bruik gemaakt van smeltende stikstof. De temperatuur van smeltende 
stikstof, verkregen door vloeibare stikstof onder vacuüm te bevriezen 
en vervolgens snel onder atmosferische druk te brengen, is voldoende 
laag om onderdompeling van kleine stukjes weefsel toe te staan zonder 
dat de vloeistof gaat koken. De isolerende gaslaag treedt niet op, 
zodat het contact tussen het weefsel en koelmedium optimaal blijft. 
Door Umrath (197*+) is een invriesunit ontworpen waarmee men gedurende 
1*5 minuten de tijd heeft meerdere stukjes weefsel in te vriezen in 
smeltende stikstof. Zonder deze unit zal slechts gedurende een tien­
tal seconden de gelegenheid bestaan weefsel in te vriezen in de smel­
tende stikstof, daar deze weer vrij snel bij atmosferische druk gaat 
koken. Volgens Luyet et al. (1955) geeft smeltende stikstof echter 
een lagere koelsnelheid dan freon. Uiteindelijk werd door ons propaan 
gekozen, daar dit koelmedium de hoogste koelsnelheid geeft.
6.3 Het drogen van diepgevroren weefsel
Het eenmaal ingevroren weefsel wordt bij zeer lage temperatuur door 
sublimatie gedroogd. Het voorkomen van rekristallisatie is van primair be­
lang. Mazur et al. (1972) constateren dat, naar mate de in eerste instantie 
gevormde ijskristallen kleiner zijn, zij gevoeliger zijn en sneller groeien 
bij oplopende temperatuur. Zo blijkt uit hun experimenten -60°C een te hoge 
temperatuur te zijn om rekristallisatie te voorkomen. Uit experimenten van 
Moor (196!+) blijkt dat bij zeer snel ingevroren gistcellen rekristallisatie 
optreedt circa 10° beneden de temperatuur, waarbij de overlevingskans wordt 
aangetast. Omdat boven de eutectische temperatuur een vloeibare toestand 
van een zoutoplossing mogelijk is, dient men in ieder geval te drogen bene­
den de laagst bekende eutectische temperatuur: -5**.9°C. De rekristallisatie- 
temperatuur voor zuiver water bedraagt -130°C (zie 6.2.2). Door de vele zou­
ten (en de eventuele aanwezige cryoprotectiemiddelen zoals glycerol) is deze
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rekristallisatietemperatuur voor veefsel aanzienlijk hoger. Uit de praktijk 
blijkt dat men voor elektronenmikroskopisch werk zal moeten drogen bij een 
temperatuur, aanzienlijk lager dan -60°C (Sjöstrand 1967), terwijl -60°C 
voor lichtmikroskopisch werk acceptabel blijkt (Stumpf et al. 1967).
In principe wil men drogen bij een temperatuur lager dan de rekristal­
lisatietemperatuur. Het bezwaar is de zeer lage dampdruk van ijs bij zeer 
lage temperaturen, waardoor men zich gesteld ziet voor lange droogtijden.
Uit figuur 28, gebaseerd op gegevens uit het Handbook of Chemistry and 
Physics, kan men afleiden hoe laag de druk minimaal moet zijn om bij een 
gegeven temperatuur nog te kunnen drogen. Stumpf et al. (1967) bevelen aan 
te werken bij een drukdifferentiaal van 0,1 - 0,01 tussen oppervlak en sys­
teem.
Naar aanleiding van een literatuurstudie worden door ons vriesdroog- 
experimenten aan nierweefsel uitgevoerd voor elektronenmikroskopische onder­
zoek, waarbij de droogtemperatuur aanzienlijk lager ligt dan -60°C. Deze ex­
perimenten wijzen uit dat -100°C een geschikte- droogtemperatuur is. Lagere 
temperaturen geven geen verschil in kristalgrootte te zien, terwijl hogere 
droogtemperaturen van -95°C, -85° C en -80°C wel slechtere strukturen laten 
zien.
Torr.Oog.)..
Figuur 28
Dampdruk van ijs bij lage temperaturen
Het is theoretisch inzichtelijk dat bij een gegeven druk de ijskern- 
temperatuur zodanig is, dat de daarbij behorende dampdruk gelijk is aan de
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heersende druk. Om tussen het ijsoppervlak en de omgeving daarvan een damp- 
drukverschil te creëren is het nodig aan het weefsel warmte toe te voeren 
(sublimatiewarmte). Om een goede toevoer van sublimatiewarmte te verwezen­
lijken, is een goed thermisch contact tussen het verwarmingselement en het 
te drogen objekt van het grootste belang. Wanneer men bevroren weefsel plaatst 
op een ten opzichte van het weefsel warmer oppervlak, zal dit gedeelte van 
het weefsel, dat direkt aan het oppervlak gelegen is, het eerst drogen 
(Pearse 1968). Daar het warmtegeleidingsvermogen van ijs goed is, zal de 
warmtetoevoer relatief goed blijven dankzij het bevroren gedeelte van het 
weefsel. Omdat in het algemeen een goed thermisch contact tussen weefsel en 
het verwarmingselement moeilijk te realiseren is (Cornaz 1966), zal op een 
andere wijze warmte moeten worden toegevoerd. Warmtetoevoer door middel van 
convectie in hoogvacuüm is uit te sluiten, zodat slechts door middel van 
straling nog warmte kan worden toegevoerd. Wil men in de vriesdroogtechniek 
ten opzichte van het aanwezige condensatieoppervlak (dat met vloeibare stik­
stof gekoeld wordt) aan het weefsel warmte toevoeren, zodanig dat dit een 
temperatuur van -100°C bereikt, dan zal men moeten voorkomen dat het inge­
vroren weefsel het diepgekoelde condensatieoppervlak "ziet". Het weefsel mag 
slechts een omgevingstemperatuur van -100°C "zien".
Wij hebben daarom voor onze vriesdroogprocedure een speciaal weefsel- 
bakje laten construeren naar een idee van Boyde et al. (1973), waarbij met 
het hierboven genoemde rekening gehouden is.
Kaast de reeds genoemde warmtetoevoer en het verschil in dampdruk tus­
sen het ijs en de druk in de droogkamer, is de snelheid van het sublimatie- 
proces afhankelijk van de oppervlakteprofilering van het te drogen objekt 
en de afstand tussen het objekt en de koelval. De afvoer van waterdampmole- 
kulen wordt sterk belemmerd door de oppervlaktestruktuur van het weefsel. 
Sublimatie van een glad oppervlak zal sneller geschieden dan van een ruw 
oppervlak, daar de kans hier kleiner is dat een eenmaal "ontsnapt" waterdamp- 
molekuul weer in contact komt met het ingevroren weefsel.
De van het drogende objekt afkomstige waterdampmolekulen worden meestal 
uit de droogkamer verwijderd door molekulaire destillatie toe te passen.
In de praktijk gebeurt dit door het plaatsen van een koude koelval in de 
direkte nabijheid van het weefsel. Wanneer een waterdampmolekuul tegen het 
koude oppervlak van de koelval botst, verliest het voldoende kinetische 
energie om "gecondenseerd" te blijven.
De afstand tussen het weefsel en de koelval dient kleiner te zijn dan 
de gemiddelde vrije weglengte van de waterdampmolekulen bij het gegeven
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vacuüm. Deze gemiddelde vrije weglengte X is gelijk aan 
1V 2 tt n ó2
3waarbij n het aantal molekulen per cm is en 6 de diameter van het molekuul 
(Meryman 1966 b). De gemiddelde vrije weglengte van waterdampmolekulen bij 
0°C en 10-  ^Torr bedraagt 50 cm.
Bij het vriesdrogen zal voornamelijk het vrije water uit het weefsel 
worden verwijderd. Het gebonden water, dat ongeveer 5 a 10? van het totale 
watergehalte in dierlijk weefsel uitmaakt en gedefinieerd wordt als: water 
dat niet bevriest (Meryman 1966 a) of water dat niet als oplosmiddel dient 
(Meryman 1966 a), zal bij een lage temperatuur niet verwijderd worden, daar 
zijn thermische energie laag is. Het zal met een toenemende graad van moei­
lijkheid naar gelang meer gebonden water verdwenen is, bij kamertemperatuur 
onttrokken moeten worden. Deze fase van het droogproces wordt het secundair 
drogen genoemd (Simatos et al. 19^ 5)•
Uit het bovenstaande blijkt dat het sublimatieproces van vele faktoren 
afhankelijk is. Op zich kan men hiervoor geen bepaalde tijdsduur vastleggen. 
Een constant hoog eindvacuüm geeft ons een globale indruk van het einde van 
het droogproces. Wanneer men bij mikroskopisch onderzoek kristalschade be­
merkt , kan dit duiden op een nog niet beëindigd droogproces. Een effektieve 
methode om het verloop van het droogproces te detekteren, is het gebruik van 
een torsiebalans in de droogkamer, waardoor men de gewichtsvermindering van 
het weefsel tijdens het drogen kan vaststellen (Jansen 1954).
6.U Fixatie en inbedding van gevriesdroogd weefsel
Alvorens het weefsel in te bedden, is het noodzakelijk het weefsel te 
fixeren. Hiervoor komt als eerste het gebruik van OsO^ -damp in aanmerking. 
OsO^ -damp fixatie voorkomt verregaand de destruktie, die bij de hierop vol­
gende inbedding ontstaat en waarschijnlijk te wijten is aan optredende op­
pervlaktespanningen (Hanzon et al. 1960).
OsO^ -damp fixatie heeft bovendien het voordeel dat het weefsel sterk 
gecontrasteerd wordt, zodat het nakleuren van gevriesdroogde, met OsO^ -damp 
gefixeerde coupes, overbodig wordt. Dit in tegenstelling met in epon inge­
bedde weefselcoupes, die weinig contrastrijk zijn zodat zij met loodcitraat 
of uranylacetaat worden nagekleurd.
Een mogelijke verklaring hiervoor zou kunnen zijn dat tijdens fixatie 
en dehydratie in alkohol of aceton van normaal gefixeerd weefsel lipid- 
materiaal geëxtraheerd wordt, zodat minder materie gecontrasteerd wordt.
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, . . 1 1+Stein et al. (1971) vermelden een extractie van met tnoleme- C gemerkte
lipiden tot 95# tijdens een. ethanol dehydratie van met glutaaraldehyde ge­
fixeerde rattelever. Na een OsO^ -fixatie wordt deze extractie gereduceerd 
tot ongeveer 8%. Ook kan tijdens de dehydratie van normaal gefixeerd weef­
sel het gereduceerde osmium in het weefsel geëxtraheerd worden (Hayat 1970). 
Bij het vriesdrogen kunnen ten gevolge van kristallisatie organische com­
ponenten "geconcentreerd" worden zodat hierdoor een mogelijke verhoging van 
het contrast verkregen wordt.
De in de literatuur gebruikte fixatieduur varieert sterk (van 2 tot 2k 
uur) (Eckert 1969> Elfvin 1969, Hanzon et al. 1960, Stirling et al. 1967, 
Nadler 1969).
Voor lichtmikroskopisch onderzoek wordt veelal gebruik gemaakt van 
paraffine inbedding. Hiertoe brengt men het weefsel op vooraf ontgaste paraf­
fine in de vriesdroogruimte. Na afloop van het droogproces verwarmt men de 
paraffine, zodat de erop liggende stukjes droog weefsel erin wegzinken. Op 
deze wijze kan men gevriesdroogd weefsel inbedden onder vacuüm zonder dat 
droge, dus hygroscopische weefselcoupes weer water opnemen.
Ook kan men het weefsel, nadat de vacuümruimte op kamertemperatuur en 
vervolgens met droge stikstof op atmosferische druk is gebracht, vanuit de 
vacuümruimte overbrengen naar een aparte fixatie- en inbedruimte. Hoewel 
Pearse (1968) een kort durend transport van droog weefsel door de atmosfe­
rische lucht niet bezwaarlijk vindt, willen Stumpf et al. (1967) dit trans­
port door de lucht voorkomen. Om elk contact met vochtige lucht uit te slui­
ten, dient het transport onder vacuüm vanuit de droogkamer naar een aparte 
fixatie- en inbedruimte plaats te vinden.
Voor elektronenmikroskopisch werk wordt het gevriesdroogde weefsel 
veelal ingebed in araldiet, epon of Spurr medium (1969), uit epoxyharsen 
samengesteld. Aan deze laatste twee wordt de voorkeur gegeven daar zij een 
relatief lage viscositeit bezitten en dientengevolge gemakkelijker penetre­
ren. Ofschoon methacrylaat ook een lage viscositeit heeft, is het niet bruik­
baar voor inbedding onder vacuüm daar het zeer vluchtig is.
Opgemerkt moet worden dat bij deze procedure het gevriesdroogde weefsel
toch in contact komt met een vloeibaar medium, dat van buiten naar binnen
dringt. Hierbij kunnen diffusie artefacten optreden. Dit is in feite de enige
bron van diffusie artefacten in de vriesdroogprocedure. Cope et al. (1969)
constateren bij het inbedden in glycolmethacrylaat van gevriesdroogde niet-
3gefixeerde rattelever een volledig uitspoelen van de met H-cholme gemerk­
te fosfolipiden, terwijl ongeveer 80% van de met 1 C^-ethanolamine gemerkte
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fosfolipiden wordt uitgespoeld. Zoals wij reeds vermeld hebben, zien Stein 
et al.(1971) een sterk verminderde extractie van fosfolipiden tijdens de- 
hydratie en inbedding na een OsO^-fixatie.
Bij het inbedden wordt het hydrofobe Silicon 200 (Dow Corning) toege­
voegd aan het inbedmedium in een concentratie van 1$, zulks om bij het snij­
den van de coupes het uitspoelen van de radioaktiviteit (in water oplosbare 
stoffen) uit ultradunne coupes door het water van het mestrogje te vermin­
deren (Stirling et al. 1967).
6.5 Gedetailleerde beschrijving van de door ons gevolgde vriesdroogprocedure.
1. Het verkrijgen van vloeibare propaan
Het werken met propaan is op zich niet ongevaarlijk. Zo is open vuur 
in het werkvertrek absoluut verboden. Bovendien dient men geen vloeibare 
propaan te laten druppelen in de vloeibare stikstof, waarbij de propaan 
direkt bevriest en er grote kans bestaat op het ontstaan van een explo­
sief mengsel van vaste propaan en vloeibare zuurstof, die zich eventueel 
boven de stikstof uit de lucht kan hebben gevormd. Wanneer men acht slaat 
op deze punten kan men veilig met propaan werken.
We nemen met een isolerende handschoen een koperen spiraal (8 win­
dingen van 9 cm 0, koperen buis 0,5 cm 0) vast, die via een rubber slang 
verbonden is met een fles handelspropaan (Shell propagas), voorzien van 
een drukregelaar. We draaien de kraan van de propaanfles open en dompelen 
hierna de spiraal in een dewarvat met vloeibare stikstof. De vloeibare 
propaan wordt opgevangen in een messing vaatje, dat opgehangen is in een 
tweede dewarvat met vloeibare stikstof. De gaskraan wordt zo ver open ge­
draaid dat de propaan snel stroomt, om te voorkomen dat de vloeibare pro­
paan bevriest. Wanneer er voldoende propaan [+_ 80 ml) aanwezig is, draaien 
we de gaskraan dicht en halen de koperen spiraal uit het dewarvat. We 
laten de koperen spiraal zolang uitdruppelen boven het messing vaatje 
totdat geen propaandruppels meer uit de spiraal komen.
2. Het invriezen van het weefsel
Coupes van 50-100 vim van voorgefixeerd nierweefsel worden met behulp 
van een Sorvall tissue sectioner gesneden. Zij worden met behulp van een 
fijne naald of pincet overgebracht naar de vloeibare propaan (ongeveer 
-180°C) en onder voortdurend roeren om een optimale koeling te verkrijgen 
na 30 seconden (Elfvin 1963, Hanzon et al. 1960, Glick et al. 1952) snel
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door de koude droge luoht getransporteerd naar een koperen weefselbakje 
dat zich onder stikstofniveau in hetzelfde dewarvat bevindt (zie figuur 
29-3). Het speciaal geconstrueerde koperen, en vooraf gekoelde deksel 
(zie figuur 30) wordt onder stikstofniveau op het weefselbakje geplaatst.
Figuur 29 Benodigdheden voor het invriezen van weefsel.
1) dewarvat met vloeibare stikstof. 2) messing vaatje 
met vloeibare propaan, 3) koperen weefselbakje onder 
stikstofniveau
Figuur 30 Het weefselbakje met deksel. Het massief koperen weefselbakje 
(rechts), voorzien van twee boogvormige uitsparingen in de 
bodem, waarin het ingevroren weefsel gelegd kan worden, als­
mede een kleine uitsparing waarin het asje (1) van het deksel
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(links) past. Het deksel is eveneens voorzien van uitsparingen 
(zie tekst). De diameter van het weefselbakje bedraagt 35 mm.
3. Het drogen van het ingevroren weefsel
Voor het drogen van het ingevroren weefsel wordt uitgegaan van een 
Leybold-Hereaus EPA 100 Elektronenmikroskopische Preparationsanlage, die 
door ons tot een vriesdrooginstallatie werd omgebouwd. De glazen droog- 
kamer (fig. 31-1) heeft vier toegangen. Een daarvan wordt gebruikt voor 
hechting van de droogkamer aan het pompsysteem. De rechter toegang wordt 
afgesloten met een blinde flens, terwijl de bovenste opening wordt afge- 
Bloten met een draaibare doorvoer. De onderste opening van deze droogkamer 
wordt afgesloten met een speciaal geconstrueerde koelplaat/verwarmings- 
plaat (fig. 31-2). Deze kan met behulp van een meet- en regelunit (fig. 
31-3) op elke waarde tussen +200°C en -200°C ingesteld worden. De nauw­
keurigheid bedraagt 0,5°C. Op deze koelplaat wordt het weefselbakje excen­
trisch geplaatst door middel van een PVC-plaat met uitsparing (fig. 32-1+).
Figuur 31 Vriesdroogopstelling
1. droogkamer
2. koelplaat/verwarmingsplaat
3. meet- en regelunit voor het instellen van de temperatuur 
van de koelplaat
1 en 4-2. dewarvaten voor stikstof
5. stikstofniveauregelaar voor dewarvat 4-1
6. pomp (niet zichtbaar) met ventiel voor het regelen van
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het aanzuigen van de vloeibare stikstof via koelleiding 
7. koelleiding; de koeling van de koelval en de koelplaat 
is in serie geplaatst
Figuur 32 De droogkamer
1. koelval
2. ringvormig verlengstuk van de koelval
3. koelplaat/verwarmingsplaat
U. PVC-plaat
5. weefselbakje met deksel
6. aandrukstaafje
7. deksel met O-ring
8. draaibaar plateau
Het condensatieoppervlak wordt zo dicht mogelijk in de nabijheid 
van het weefsel gebracht om de door de watermolekulen af te leggen weg 
zo klein mogelijk ten opzichte van de in de droogkamer aanwezige koelval 
(fig. 32-1) te maken. Daartoe wordt deze koelval zodanig verlengd, dat 
het ringvormig verlengstuk (fig. 32-2) zich juist ter hoogte van de uit­
sparingen in het deksel van het weefselbakje bevindt. Als gevolg van de 
constructie van het weefselbakje en het deksel "ziet" het op de bodem 
van de uitsparingen gelegen weefsel (fig. 33-5)slechts componenten van 
het weefselbakje en niet die van het ringvormig verlengstuk van de koel­
val. Hierdoor "ziet" het weefsel slechts de temperatuur waarop men de 
koelplaat heeft ingesteld.
- 86 -
Figuur 33 Doorsnede van het weefselbakje met deksel en ringvormig 
verlengde koelval
1. ringvormig verlengde koelval 2. weefselbakje
3. deksel 1*. uitsparingen in het deksel
5. ingevroren weefselcoupes
Opdat het weefselbakje de temperatuur van de koelplaat overneemt, 
wordt dit met behulp van een verend aandrukstaafje (fig. 32-6) aange­
drukt. Deze aandrukstaaf is bevestigd aan een plateau (fig. 32-8), dat 
draaibaar doorgevoerd is in de bovenste opening van de droogkamer.
Om het onder vacuüm transporteren van het weefsel in het weefsel­
bakje na afloop van het droogproces mogelijk te maken, is een tweede 
deksel voor het weefselbakje geconstrueerd dat voorzien is van een 0- 
ring (fig. 32-7). Voor dit transport wordt na afloop van het drogen het 
deksel met de uitsparingen, nog voordat het vacuüm verbroken is, uitge­
wisseld tegen het deksel met de 0-ring.
De procedure van het drogen omvat de volgende handelingen.
1. Allereerst wordt het deksel, voorzien van een 0-ring, aan het draai­
bare plateau opgehangen (fig. 32).
2. Vervolgens brengen wij, terwijl de droogkamer vacuüm wordt gezogen om 
condensvorming te voorkomen en om snel te kunnen koelen, de koelval 
op -196°C en de koelplaat op ongeveer -130°C.
3. Wanneer deze temperaturen bereikt zijn, wordt de droogkamer met droge 
stikstof belucht om te voorkomen dat water kan condenseren op koelval 
of koelplaat.
1*. We plaatsen het weefselbakje, waarin zich vloeibare stikstof bevindt, 
met deksel op de koelplaat en drukken het geheel aan met het aandruk­
staaf je .
5. De droogkamer wordt nu vacuüm gezogen (in U a 5 minuten 10  ^Torr)
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waarna de temperatuur van de koelplaat wordt ingesteld op -100°C.
6. Wanneer het weefsel droog is (in onze praktijk na 16 uur), wordt de 
koelplaat in 2 uur van -100°C op kamertemperatuur gebracht. Langzamer 
opwarmen gaf geen vermindering van kristalvorming te zien.
7. Bij kamertemperatuur wordt het deksel met de uitsparingen uitgewisseld 
tegen het deksel met de O-ring.
8. Hierna wordt, terwijl men met het aandrukstaafje het deksel aandrukt, 
de droogkamer belucht met droge stikstof.
U. Het fixeren en inbedden van gevriesdroogd weefsel
Het gesloten weefselbakje wordt nu, nog steeds onder vacuüm, uit de 
vriesdrooginstallatie genomen en overgebracht naar een apart fixatie- 
en inbedtoestel naar eigen ontwerp (figuur 3*0.
(
Figuur 31* Het gesloten fixatie- en inbedtoestel
Het fixatie- en inbedtoestel bevat een aparte ruimte waarin een cap­
sule met OsO^-kristallen gebracht wordt (fig. 35-1). Deze ruimte wordt 
afgesloten door middel van een schroef (fig. 35-2). Het toestel bevat 
een van buiten kantelbare Terry-klem (fig. 35-3), waarin een bekertje 
met epon 812 geplaatst kan worden (fig. 35-*0 ■ De bodem van het toestel 
is voorzien van een uitsparing waarin het weefselbakje past. De fixatie- 
en inbedruimte kan worden afgesloten met een glazen deksel (fig. 35-5) 
met kraan, waarlangs het toestel door middel van een roterende pomp 
vacuüm kan worden gezogen.
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Figuur 35 Het geopende fixatie- en inbedtoestel
1• ruimte met een capsule OsO^-kristallen
2. schroef om ruimte 1 af te sluiten
3. kantelbare Terry-klem 
U. bekertje met epon 812
5. glazen deksel
6. gesloten veefselbakje
7. celstofzakje met
De procedure van het fixeren en inbedden omvat de volgende hande­
lingen .
1) Het gesloten veefselbakje (fig. 35-6) wordt vastgezet in de bodem van 
het toestel. Tussen het deksel van het weefselbakje en de wand van 
het toestel wordt nu een veer gespannen, zonder dat het weefselbakje 
kantelt.
2) Een celstofzakje met wordt op de bodem van het toestel geplaatst.
Tevens wordt het bekertje met epon 812 in de Terry-klem geplaatst.
_23) Het toestel wordt met een roterende pomp vacuüm gezogen tot 10 Torr. 
Door het ontstaan van het vacuüm wordt het deksel van het weefselbakje 
door middel van de veer weggetrokken.
4) Na het openen van de ruimte, waarin zich een open gebroken capsule met
0,1 g OsO^-kristallen bevindt, wordt het weefsel gedurende 6 uur bij 
37°C in OsO^-damp gefixeerd. Deze 6 uur durende OsO^ -fixatie is toe­
reikend om het weefsel voldoende te contrasteren.
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5) Vervolgens wordt de ruimte met OsO^-kristallen afgesloten met een 
schroef. Het bekertje met epon 812 wordt door middel van de kantel­
bare Terry-klem linksom gekanteld, zodat het weefselbakje met epon 
812 wordt gevuld.
6) Na 30 minuten wordt de ruimte belucht door middel van de kraan in het 
deksel.
7) Tenslotte laat men het weefsel gedurende een nacht infiltreren met 
epon-mengsel (Luft 1961), waaraan 1? siliconvloeistof is toegevoegd. 
Het weefsel wordt hierna overgebracht naar met epon gevulde gelatine 
capsules, waarna polymerisatie plaatsvindt achtereenvolgens 12 uur 
bij +35°C, 12 uur bij +1+5°C en 8^ uur bij +60°C.
6.6 Resultaten en diskussie
Dat de koelsnelheid over de diepte van het weefsel niet constant is, 
wordt geïllustreerd aan de hand van figuur 36. Het betreft hier uniform ge- 
struktureerde erythrocyten, die per toeval aan het oppervlak van een stukje 
weefsel voorkomen. Na het invriezen in vloeibare propaan vertonen de peri-
Figuur 36 Gradiënt in kristalgrootte bij met vloeibare propaan ingevroren 
erythrocyten. Vergroting: 2960 x
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feer gelegen erythrocyten een zeer fijne schade ten gevolge van kristalli­
satie, daar de koelsnelheid hier nog groot is. Tot een diepte van 12 ym 
bedraagt de kristalgrootte minder dan 1500 2. De erythrocyten, die in het 
gebied van 12-22 pm vanaf de rand gelegen zijn, vertonen een groter schade- 
effekt daar de koelsnelheid door de slechte warmtegeleiding hier veel klei­
ner is. De kristalgrootte bedraagt hier 1500-5000 X. De nog dieper gelegen 
erythrocyten vertonen een kristalgrootte van 5000 X of groter.
Opvallend is ook dat de schade door kristalvorming in de kern veel gro­
ter is dan in het omringende cytoplasma, waar kleinere kristallen zijn 
(fig. 37)• De zoutconcentratie in de kern is aanzienlijk hoger dan in het 
cytoplasma. Onderzoekingen van Siebert et al. (1973) wijzen uit dat in de
celkern van rattelever een 10x zo hoge Na+-concentratie aanwezig is als in
. . + 2+ — . het cytoplasma. Ook zijn de K , Mg en Cl -concentraties in de kern hoger
dan die in het cytoplasma. Uit het onderzoek van Century et al. (1970) blijkt
+ . r + .de Na -concentratie in de kern 6x, en de K -concentratie m  de kern 1,5 x 
zo groot te zijn als die van het cytoplasma van oocyten van amfibieën. Door 
deze hoge zoutconcentratie in de kern ten opzichte van het cytoplasma zal 
er een grotere vriespuntsverlaging in de kern optreden dan in het plasma.
Figuur 37 Niet gefixeerd, gevriesdroogd nierweefsel van de cavia. 
Vergroting: 4480 x
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Wanneer zich eenmaal in de kern ijskristallen gevormd hebben, zal de res­
terende oplossing nog sterker onderkoelen, daar deze oplossing geconcen­
treerder wordt. Hierdoor is de kans groter dat eenmaal gevormde ijskristal­
len groeien dan dat nieuwe ijskernen gevormd worden.
Daar bij niet gefixeerd weefsel vrij grote schade door kristallisatie 
optreedt (figuur 37), hebben wij eveneens vriesdroogexperimenten uitgevoerd 
aan voorgefixeerd weefsel. Door deze voorfixatie blijkt het weefsel minder 
nadelige gevolgen van kristalvorming te ondervinden (figuur 38). Mitochon- 
driën, nuclei en microvilli zijn duidelijk herkenbare strukturen. Daar ech-^- 
ter de kristalgrootte toch 500-1500 X bedraagt, zullen kleinere organellen 
zoals glycogeen partikels, ribosomen, cristae in mitochondriën, endoplasma- 
tisch reticulum en Golgi-systeem niet herkenbaar zijn. Op grond van dit feit 
zal bij de autoradiografische experimenten aan gevriesdroogd weefsel (hoofd­
stuk 7) geen "effective area" analyse uitgevoerd kunnen worden, daar het op-
Figuur 38 Voorgefixeerd en gevriesdroogd nierweefsel van de cavia, 
proximale tubulus rechts, glomerulus links.
1. tubulair lumen 2. borstelzoom 3. kern
1*. mitochondriën 5. basale inplooiingen 6. kapsel van Bouwman
7. ruimte van Bouwman 8. epitheel 9. capillair lumen 
Vergroting: 3UU0 x
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lossend vermogen van deze vriesdroogprocedure slechter is (500-1500 X) dan 
het oplossend vermogen dat met de elektronenmikroskopische autoradiogra-r 
fische procedure kan worden bereikt (600-800 &).
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Hoofdstuk T • Autoradiografisch onderzoek naar de inhouw
3van H-ouabaine m  de nier van de cavia.
7.1. Inleiding.
Door de methode van de autoradiografie worden enige aspekten van het 
dynamisch celgebeuren "vertaald" in een statisch morfologisch beeld. Met 
behulp van de autoradiografie worden radioaktieve molekulen geregistreerd 
in het plasma of in celstrukturen waarin zij zijn geïncorporeerd of waar­
aan zij zijn gebonden zonder dat cel- of weefselverbanden worden gedesin­
tegreerd. Eisen waaraan de methode van de autoradiografie moet voldoen,zijn:
1) De lokalisatie van de isotopen moet zo scherp mogelijk zijn. Deze eis 
wordt meestal omschreven als het oplossend vermogen: de nauwkeurigheid 
waarmee de radioaktieve bron te lokaliseren is. Onder optimale omstan­
digheden is dit oplossend vermogen van de autoradiografie niet beter 
dan 1500 X (Salpeter et al. 1969). Dit oplossend vermogen staat in 
scherp contrast met het hoge oplossend vermogen van 5 8 van het elek- 
tronenmikroskoop.
2) De registratie van de radioaktiviteit moet zo efficiënt mogelijk zijn.
De efficiëntie is de verhouding van het aantal zilverkorrels en het 
aantal desintegraties van de radioisotopen in de coupe. Deze effici- 
entie wordt o.a. beïnvloed door coupe-dikte, variatie in zelfabsorptie 
door dikteverschillen binnen één coupe, en variatie in de autoradio- 
grafische procedure. De in de literatuur vermelde efficiënties van de 
elektrohenmikroskopische autoradiografische procedure bij coupes van 
500 8 en gebruik van een fijnkorrel ontwikkelaar varieert van 13 tot 
55? (Rogers 1973).
3) Het geheel van de histologische bewerking mag vrijwel geen afbreuk doen 
aan de mogelijkheid om optimale ultrastrukturele beelden te verkrijgen. 
Eerder (6.6) hebben we reeds gezien dat de vriesdroogprocedure slechts 
toelaat celorganellen te herkennen die groter zijn dan 1500-2000 8.
In hoofdstuk 5 werden de vragen omtrent de verhouding specifiek/aspe­
cifiek gebonden ouabaine besproken. Nadat gebleken is dat door middel van 
de vriesdroogprocedure een optimale retentie van het radioaktieve ouabaine 
in het weefsel kon worden verkregen (hoofdstuk 6), zijn op basis van deze 
resultaten autoradiografische experimenten ingezet.
Opmerkelijk is het verschillend gedrag van het specifiek en het aspe­
cifiek gebonden ouabaine bij de elektronenmikroskopisch-histologische pro­
cedure. Zuliani (1971) vermeldt dat bij de nier van de cavia tijdens een
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normale E.M.-histologische bewerking (!+.*+) na fixatie, dehydratie en in­
bedding van de totale hoeveelheid gebonden ouabaine slechts circa 15$ van 
het specifiek en circa 35$ van het aspecifiek gebonden ouabaine resteert 
in het weefsel. De verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine daalt 
hierdoor van circa 2,5 naar circa 1,0. Dit heeft als consequentie dat er 
zo weinig specifiek gebonden ouabaine resteert in het weefsel, dat autoradio- 
grafie hierop niet kan worden uitgevoerd. Het grootste verlies van radio- 
aktiviteit treédt op tijdens de nafixatie met OsO^. Weglaten van deze nafi- 
xatie heeft evenwel tot gevolg dat tijdens de daarop volgende dehydratie met 
behulp van alkohol praktisch alle radioaktiviteit uit het weefsel verdwijnt. 
Dit kan aldus verklaard worden dat het ouabaine - voorzover niet uitge­
spoeld tijdens de OsO^-fixatie - door OsO^-fixatie zo gebonden wordt, dat 
het nadien met ethanol niet meer zal kunnen worden geëxtraheerd. Hierbij 
blijkt dat het specifiek gebonden ouabaine vooral in de lagere alkohol- 
concentraties uitspoelt, terwijl het aspecifiek gebonden ouabaine vooral 
in de hogere concentraties uitspoelt. Het opmerkelijk verschil in gedrag 
houdt waarschijnlijk in, dat het specifiek en aspecifiek gebonden ouabaine 
aan chemisch verschillende strukturele componenten zijn gebonden.
Bij een verkorting van de duur van de OsO^-fixatie van 90 tot 35 mi­
nuten treedt aanzienlijk minder verlies van radioaktiviteit op, aldus Zu- 
liani. Van het specifiek gebonden ouabaine blijft nu circa 50$ in het 
weefsel achter en circa 65$ van het aspecifiek gebonden ouabaine, zodat de 
verhouding apecifiek/aspecifiek gebonden ouabaine nu 1,7 is.
Op grond van deze resultaten wordt voor de autoradiografische expe­
rimenten ook van een "versnelde" inbeddingsprocedure gebruik gemaakt om 
uitspoelen van het ouabaine zo veel mogelijk te voorkomen.
7.2 Lichtmikroskopisch- en elektronenmikroskopisch-autoradiografisch procedure.
Gebleken is (5.8.6) dat een 5 minuten durende perfusie fixatie met
1$ paraformaldehyde geen effect heeft op de binding van ouabaine in nier-
weefsel van de cavia, en eveneens (6,6), dat de schade als gevolg van het
vriesdrogen door voorfixatie van het weefsel beperkt blijft. Daarom wordt
bij de autoradiografische onderzoekingen uitsluitend gebruik gemaakt van
voorgefixeerd weefsel. Van dit voorgefixeerd weefsel worden 50-100 Um
coüpes, gesneden met een Sorvall Tissue Sectioner, gedurende 30-^5 minuten
3geïncubeerd in een "ATP" of een "K"-medium (5.3), waaraan toegevoegd H- 
ouabaine tot een concentratie van 10 M. Na kort spoelen (30 sekonden) in
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in een gekoeld ouabaine-vrij medium worden de coupes op twee verschillende 
manieren bewerkt.
Enerzijds wordt door ons een zogenaamde "versnelde" inbeddingsproce- 
dure toegepast (cf. 4.4) Het weefsel wordt hiertoe slechts gedurende 20 
minuten bij 4°C gefixeerd in 2% OsO^ in Paladebuffer. De stapsgewijze de­
hydratie in alkohol wordt eveneens versneld (50,70 en 90% elk 5 minuten;
100$ 2 x 10 minuten). Ha 30 minuten infiltratie in epoxypropaan en 30 mi­
nuten in een 1:1 mengsel van epoxypropaan en epon wordt het weefsel in 
epon 812 ingebed (Luft 1961).
Anderzijds wordt gebruik gemaakt van de vriesdroogprocedure, beschre­
ven in 6.5.
Voor de lichtmikroskopische autoradiografie worden van 4 a 6 blokjes 
van 5 series, zowel van weefsel dat geïncubeerd werd in het "ATP" medium, 
als van weefsel dat geïncubeerd werd in het "K"-medium, 1 ym coupes gesne­
den en verzameld op objektglaasjes. De coupes worden 3 a 5 minuten gekleurd 
met een 1% toluidine blauw in 1% Ha^CO^-oplossing, pH=ll. Vervolgens wordt 
een koollaag (circa 50 2) opgedampt om een direkte chemische interaktie 
tussen coupe en emulsie te voorkomen. Een 1:1 verdunde emulsie (Ilford L4) 
wordt aangebracht volgens de door Vrensen (1970) beschreven ..methode. De 
"dip"-snelheid bedraagt 84 mm per minuut. Ha een expositie van 2 weken bij 
4°C worden de autoradiogrammen met Kodak D19b ontwikkeld. De autoradiogram­
men worden gefixeerd in 2k% natriumthiosulfaat en gewassen in dubbel gedes­
tilleerd water. Zij worden in een Zeiss lichtmikroskoop bestudeerd.
De zilverkorreltellingen worden als volgt uitgevoerd: Van iedere coupe
wordt bij een vergroting van 1000 x het aantal zilverkorrels geteld binnen2preparaatvelden van 54 ym . Hiertoe wordt in het oculair een doorzichtig2rooster aangebracht met velden van 54 ym . Van elk nefronsegment worden 
ongeveer 500 velden geteld. Tubulaire en vasculaire lumina, evenals de ruim­
ten van Bowman in de glomeruli worden niet in de tellingen betrokken. Als 
"background" wordt het aantal zilverkorrels geteld boven "controle" weefsel,
waarin geen radioaktiviteit aanwezig is. Deze "background" bedroeg in alle
2experimenten ongeveer 0,2 korrel/100 ym .coupe oppervlak.
Voor de elektronenmikroskopische autoradiografie worden ultradunne 
coupes met behulp van glasmessen op een LKB ultramikrotoom gesneden en door 
middel van platina ösen op objektglaasjes gebracht die voorzien zijn van 
een collodionvlies. De coupes worden 2 minuten gekleurd met een 1:5 verdunde 
loodcitraatoplossing volgens Reynolds (1963), met uitzondering van de vries- 
droogcoupes die door de OsO^-dampfixatie voldoende gecontrasteerd zijn.
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Vervolgens wordt een koollaag van circa 50 2 opgedampt om chemografie te 
voorkomen. Een fotografische emulsie (ilford L4) wordt aangebracht volgens 
de door Vrensen (1970) beschreven methode. De "dip"-snelheid bedraagt 84 
mm per minuut. Na een expositie van 2 maanden bij 4°C wordt de emulsie 
ontwikkeld volgens de goud-latensificatie-Elon-ascorbinezuur ontwikkel- 
procedure volfeens Wisse et al. (1968). De autoradiogrammen worden gefixeerd 
in 24 % natriumthiosulfaat en gewassen in dubbel gedestilleerd water. Nadat 
men de autoradiogrammen met dragervlies op het water heeft afgestript, wor­
den koperen grids op de coupes gelegd. Deze coupes worden vervolgens onder­
zocht in een Philips EM 200 of 300 elektronenmikroskoopï
7.3.1. Lichtmikroskopisch-autoradiografische waarnemingen aan gevriesdroogd 
weefsel.
Zoals in de figuren 39 en 40 wordt geïllustreerd komt er een prefe­
rente lokalisatie van de zilverkorrels naar voren bij weefsel, dat in het 
"ATP"-medium is geïncubeerd. Weefsel dat in het "K"-medium geïncubeerd is, 
vertoont niet een uitgesproken voorkeurslokalisatie (figuur 41 en 42).
Een nauwkeurige analyse van de verdeling van de zilverkorrels boven de 
verschillende nefronsegmenten is op deze autoradiogrammen uitgevoerd (tabel 4).
Uit tabel 4, waarin de resultaten van onze tellingen zijn opgenomen, 
blijkt dat de hoeveelheid gebonden ouabaine bij het "ATP"-medium groter is 
dan bij het "K"-medium. Bij incubatie in het "ATP"-medium zien we een sterke 
labelling optreden bij de distale tubulus, terwijl de proximale tubulus en 
de verzamelbuis veel lichter gelabelled zijn. Tevens blijkt uit deze tabel 
dat er geen voorkeurslokalisatie van het aspecifiek gebonden ouabaine op- 
treëdt na incubatie in het "K"-medium. Bij het "K"-medium is de zilver- 
korreldichtheid voor elk nefronsegment vrij gering.
7.3.2. Elektronenmikroskopisch-autoradiografische waarnemingen aan gevriesdroogd 
weefsel.
Zoals in de figuren 43 en 44 wordt geïllustreerd, worden relatief 
grote aantallen zilverkorrels aangetroffen boven de proximale en dist&le 
tubulus na incubatie in het "ATP"-medium. Daar uit deze autoradiogrammen 
geen direkte conclusie over de subcellulaire lokalisatie getrokken kan 
worden, hebben we de verdeling van de zilverkorrels aan een nadere analyse 
onderworpen.
Daar wij als gevolg van de vriesdroogprocedure bepeïkt werden in de
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Figuur 39 en HO, Autoradiogram van voorgefixeerd, gevriesdroogd nierweefsel, 
geïncubeerd in het "ATP"-medium. Links:doorvallend licht, rechts:dorikerveld.
Er is een duidelijke voorkeurslokalisatie van korrels te zien boven de dist.tub.
Figuur Ui en k2. Autoradiogram van voorgefixeerd gevriesdroogd nierweefsel, 
geïncubeerd in het "K"-medium. Links:doorvallend licht, rechts:donkervled. 
Er is geen voorkeurslokalisatie van zilverkorrels te zien.
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Figuur 43. Autoradiogram van voorgefixeerd, gevriesdroogd weefsel van de
cavianier, geïncubeerd in "ATP"-mediuro. Proximale tubulus. 8320
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Figuur 44. Autoradiogram van voorgefixeerd, gevriesdroogd nierweefsel van 
cavia, geïncubeerd in "K"-medium. Distale tubulus. 8320 x.
Tabel 1*. Zilverkorreldichtheid (z) en standaarddeviatie (9) boven verschil­
lende nefronsegmenten van gevriesdroogd weefsel na incubatie in 
"ATP" respektievelijk "K" medium. Van elk segment zijn minstens 30 
steekproefgewijze gekozen gebieden geteld, die tot 1* steekproeven
van gelijke grootte zijn samengevoegd. Z = aantal zilverkorrels
2per 100 ym coupe-oppervlak. P = aantal preparaatvelden.
"ATP" medium P 2Celopp.ym Aantal korrels Z + s
Glomerulus
Proximale tubulus 
Distale tubulus, pars recta 
Distale tubulus, pars conv. 
Verzamelbuis
62k
ïuiau
711*
1006
363
33696 e 
m
76896
38556
5k32k
19602
ndotheel 17 
pitheel 28^ lil* 
esangium 69^
5606
7082
10571
89U
0.33 + 0.03
7,29 + 0,29 
18,36 + 2,29 ** 
19,1*5 + 2,85 50 
k,56 + 0,5U
"K" medium
endotheel 63^
Glomerulus 1091 58911* epitheel 1*2 231 \ 0,39 + '0,07
mesangium 126
Proximale tubulus 1565 81*510 277 6 3,28 + 1,72 *
Distale tubulus, pars recta 1*78 25812 703 2,72 +0,83 *
Distale tubulus, pars conv. 631 3l*07l* 821* 2,1*1 + 0,66 *
Verzamelbuis 21*1* 13176 162 1,22 + 0,lU *
h Deze Z-waarden verschillen significant (p<o,o5) van de overeenkomstige 
Z-waarden voor het "ATP"-medium. (Student's t-toets , berekend uit de 
dichtheden Z en hun standaarddeviatie. 
x k  Deze Z-waarden verschillen onderling niet significant (p>0,l); zij ver­
schillen wel significant met de Z-waarden voor de andere bestudeerde 
nefronsegmenten (p<0,05 ; zelfde toets).
herkenbaarheid van de celstrukturen, wordt slechts een onderverdeling 
gemaakt tussen zilverkorrels boven kernen, mitochondriën, baso-lateraal 
celgedeelte ( = baso-laterale plasmamembranen en plasma) en apicaal celge- 
deelte ( = apicaal plasmamembraan en plasma). Dat gedeelte van de cel dat 
de mikrovilli en de apicale zone met vesikela omvat, wordt als apicaal 
omschreven, terwijl het gedeelte van de cel dat de basale inplooiingen
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bevat, ais baso-lateraal celgedeelte omschreven wordt. In tabel 5 wordt de 
percentuele verdeling van zilverkorrels gegeven boven de verschillende ty­
pen epitheelcellen, geïncubeerd in "ATP" of "K" medium.
Tabel 5. Subcellulaire verdeling van zilverkorrels als percentage van het
totale aantal boven de verschillende nefronsegmenten van de cavia
van gevriesdroogd weefsel na incubatie in "ATP" of "K" medium.
Verdeling van de zilverkorrels
/--- --------------~ \
"ATP" medium apicaal baso-lateraal mitochondriën kern N
Proximale tubulus 9 88 2 1 111+9
Dun gedeelte Lis van Henle 100 - - 26
Distale tubulus, pars recta 3 9  ^ 2,5 0,5 l6l9
Distale tubulus, pars conv. 2 90 1 + 1 +  368
Verzamelbuis - 100 - 1+T
"K" medium
Proximale tubulus 6,5 88 3,5 2 1+32
Dun gedeelte Lis van Henle ' 100 - - 2
Distale tubulus, pars recta 6,5 91 0,5 2 59*+
Distale tubulus, pars conv. 1 + 9 1  3 2 11+2
Verzamelbuis - - -
Uit tabel 5 blijkt dat het ouabaine voornamelijk gelokaliseerd is in de 
baso-laterale gedeelten van de tubulaire epitheelcellen. Dit baso-laterale 
celgedeelte bevat naast kern en mitochondriën baso-laterale plasmamembranen. 
Uit de tabel blijkt dat er nauwelijks zilverkorrels boven de kern en de 
mitochondriën gelegen zijn. Uit steekproef puntanalyse tellingen aan 10 
willekeurig gekozen aansnijdingen van proximale en distale tubuli blijkt 
dat de kern circa 10 en de mitochondriën circa 20% van het celoppervlak 
innemen. De zilverkorreldichtheid in deze twee strukturen blijkt dus zeer 
laag te zijn. Opvallend is het verdelingspatroon van zilverkorrels binnen 
een cel, geïncubeerd in het "ATP"-medium en het "K"-medium, dat sterk met 
elkaar overeenkomt. Hieruit zou men kunnen afleiden dat het "K"-medium 
onder meer ook specifieke bindingsplaatsen laat zien.
Daarom concluderen wij dat het specifiek gebonden ouabaine gelokali­
seerd is in de baso-laterale plasmamembranen van deze epitheelcellen.
Daar de tellingen verricht aan weefsel, geïncubeerd in het "ATP"-medium 
respektievelijk het "K"-medium (tabel 5) aan ongeveer gelijke coupe opper­
vlakken zijn uitgeveerd, zien wij ook bij elektronenmikroskopisch autoradio-
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grafisch onderzoek wat hij de lichtmikroskopisch autoradiografische expe­
rimenten reeds was gevonden (tabel U), dat met het "ATP"-medium duidelijk 
meer ouabaine gebonden wordt dan met het "K"-medium.
De mogelijkheid van "cross-fire" tussen mitochondriën en baso-latera- 
le plasmamembranen (radioaktiviteit gelegen in het ene celorganel veroor­
zaakt een zilverkorrel gelegen boven een ander celorganel) is uitgesloten, 
daar de afstand tussen het mitochondrium en het plasmamembraan groter is 
dan 0,18 ym. Dit kan het gevolg zijn van contractie van het mitochondrium 
ten gevolge van het aanwezige ATP (Lehninger 1960), óf een cencentreren 
van organische componenten als gevolg van ijskristallisatie.
Overigens is het opvallend dat de mitochondriën in de distale tubulus 
(figuur *+*+) een elektronen-strooiender beeld te zien geven dan die in de 
proximale tubulus (figuur U3).
7.3.3. Lichtmikroskopisch-autoradiografische waarnemingen aan weefsel, 
ingebed volgens de "versnelde" inbeddingsprocedure.
De resultaten van de zilverkorreltellingen verricht aan de autoradio- 
grammen van weefsel dat volgens een "versnelde" procedure is ingebed 
(figuur 1+5 en U6 ), zijn weergegeven in tabel 6 .
Figuur 1*5 en U6. Autoradiogram van voorgefixeerd nierweefsel van de cavia,
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geïncubeerd in het ATP-medium, en volgens een "versnelde" procedure inge­
bed. Links: doorvallend licht; rechts: donkerveld.
Tabel 6. Zilverkorreldichtheid (Z) en standaarddeviatie (s) boven verschillende 
nefronsegmenten en verdere struktuur-componenten, na incubatie in 
"ATP"- respektievelijk "K"-medium, van weefsel dat vólgens de "ver­
snelde" procedure werd ingebed. Van elke groep zijn minstens 30 
steekproefgewijze gekozen gebieden geteld, die tot vier steekproe­
ven van gelijke grootte zijn samengevoegd. Z ■* aantal zilverkorrels 
2per 100 ym coupe-oppervlak,. P = aantal preparaatvelden.
"ATP" medium P 2Celopp.ym Aantal korrels Z + s
Glomerulus 701 37854 1453 3,83 + 0,61
Proximale tubulus 1033 55782 3099 5,55 ±  0,61
Distale tubulus, p.recta 525 28350 1650 5,82 + 0,51
Distale tubulus, p.conv. 542 29268 1848 6,31 + 0,92
Verzamelbuis 162 8748 443 5,06 + 0,03
Interstitium 349 18846 768 4,07 + 0,96
Tubulaire lumina 395 21330 541 2,53 + 0,24
"K" medium
Glomerulus 713 38502 879 2,28 + 0,46
Proximale tubulus 934 50436 1788 3,54 + 0,46 *
Distale tubulus, p.recta 479 25866 981 3,79 + 1,27
Distale tubulus, p.conv. 897 48438 1726 3,56 + 0,6l *
Verzamelbuis 292 15768 423 2,68 + 0,05 *
Interstitium 360 19440 530 2,72 + 0,44
Tubulaire lumina 153 8262 140 1,6 9 + 0,20 *
x  Deze Z-waarden verschillen significant (p«0,05) van de overeenkomstige 
Z-waarden van het "ATP"-medium. (Student's t-toets, berekend uit de 
dichtheden Z en hun standaarddeviatie s).
7-4 Diskussie.
Uit onze lichtmikroskopisch-autoradiografische onderzoekingen aan 
gevriesdroogd weefsel, geïncubeerd in het "ATP"-medium, blijkt dat er 
een sterke voorkeurslokalisatie bestaat van het ouabaine voor bepaalde 
nefronsegmenten. Zo blijkt in de distale tubulus ( Z = 18,4 voor pars 
recta; Z = 19>5 voor pars conv.) 2 a 3 maal zo veel gebonden te worden
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als in de proximale tubulus ( Z = 7,3) of de verzamelbuis ( Z = U,6 ).
Ha incubatie in het "K"-medium bestaat geen voorkeurslokalisatie van het 
ouabaine, en is de zilverkorreldichtheid bovendien zeer gering.
Wij concluderen hieruit dat het ouabaine vooral specifiek gebonden is 
in de distale tubulus ( "ATP"-"K": Z = 15,6 en 17,0) terwijl een veel klei­
nere hoeveelheid ouabaine specifiek gebonden wordt in de proximale tubulus 
( Z = U,0 ) en de verzamelbuis ( Z = 3,3 ).
Uit de elektronenmikroskopisch-autoradiografische experimenten aan ge­
vriesdroogd weefsel blijkt dat de zilverkorrels voornamelijk gelegen zijn 
in het 'baso-laterale celgebied. Ondanks het feit dat de kern en de mitochon- 
driën respektievelijk circa 10 en 20 % van het celoppervlak innemen, bevindt 
zich slechts 3% van alle zilverkorrels hierboven, zodat deze celorganellen 
dus een zeer lage labelling vertonen. Daarom concluderen wij dat het specie 
fiek gebonden ouabaine voornamelijk gelokaliseerd is in de baso-laterale 
plasmamembranen van de tubulus epitheelcellen.
Door het markante verdelingspatroon van de zilverkorrels na incubatie 
in het "ATP"-medium en het ontbreken hiervan bij het "K"-medium, wordt de 
specificiteit van de binding in het "ATP"-medium geïllustreerd. Op grond 
van de ouabaine bindingsexperimenten na een voorfixatie met glutaaraldehyde 
(5.6.) kon reeds geconcludeerd worden dat met het "ATP"-medium het ouabaine 
grotendeels specifiek gebonden wordt.
Onze autoradiografische bevindingen, waarbij een veel grotere marke­
ring van het weefsel optreedt na incubatie in het "ATP"-medium dan in het 
"K"-medium, komen overeen met de resultaten van onze biochemische experimen­
ten. Hier wordt namelijk een verhouding specifiek/aspecifiek gebonden oua­
baine gevonden van circa 5.
De verhouding van de zilverkorreldichtheden van de proximale en dista­
le tubulus bij de lichtmikroskopische autoradiografie aan gevriesdroogd 
weefsel kan gecorreleerd worden met de hoeveelheden baso-lateraal plasma- 
membraanoppervlak. Uit de morfometrische tellingen (U.5«^ +.) blijkt dat de 
hoeveelheden baso-lateraal plasmamembraanoppervlak van de proximale en 
distale tubulus zich onderling verhouden als 1:3. Deze verhouding ligt in 
dezelfde orde van grootte als de hoeveelheden specifiek gebonden ouabaine 
in de autoradiografische experimenten: 1:1*, zodat de hoeveelheid specifiek 
gebonden ouabaine schijnt gerelateerd te zijn aan de hoeveelheid voor han­
den zijnd plasmamembraan.
De Na+-K+-ATPase aktiviteitsverhouding, biochemisch gemeten, tussen 
de verschillende nefronsegmenten van de rat (Schmidt et al. 1971 b) komt
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goed overeen met onze autoradiografische bevindingen. Schmidt et al. zien 
een Na+-K+-ATPase aktiviteitsverhouding tussen de glomerulus, proximale 
tubulus (pars convoluta), distale tubulus (pars recta), distale tubulus 
(pars convoluta) en de verzamelbuis van ongeveer 1:1:5: *+: 3. Deze verhou­
ding is in goede overeenfctemming met onze autoradiografische waarnemingen 
aan de hand van het specifiek gebonden ouabaine: 0:l:b:U:l. Het voorkomen 
van concentrische of spiraalsgewijze opgewonden membraanstrukturen, waar­
over in .5• - gesproken is, kan deze verhouding nog ten nadele hebben 
beïnvloed.
Onze resultaten komen voorts goed overeen met die van Shaver et al.O
(197*0 • In hun H-ouabaine bindingsexperimenten aan de medulla van de ko- 
nijnenier zien zij een sterke labelling van het pars recta van de distale 
tubulus, terwijl in de lis van Henle en de interstitiële ruimte nauwelijks 
aktiviteit gevonden wordt.
2 .Het grote aantal zilverkorrels per 100 ym in weefsel dat volgens de 
"versnelde" procedure is ingebed (tabel 6) in verhouding tot dat in gevries­
droogd weefsel (tabel 1*), moet wel tot de conclusie voeren dat er een aan­
zienlijke hoeveelheid ouabaine in het weefsel achterblijft. Bij het toe­
passen van de normale inbeddingsprocedure bemerkt Zuliani (1971) een uit­
spoelen van het specifiek gebonden ouabaine van 83%, en van het aspeci­
fiek gebonden ouabaine van 65%. Bij een verkorting van de OsO^-fixatieduur 
van 90 tot 35 minuten en van de 100# ethanol dehydratiestap van 2 x 30 tot
2 x 10 minuten, treedt een aanzienlijk kleiner verlies van radioaktiviteit 
op: circa 50% specifiek en circa 35% aspecifiek gebonden ouabaine. Daar wij 
zowel de OsO^-fixatie als de dehydxatie nog verder bekort hebben, is het 
mogelijk dat hierdoor het uitspoelen van radioaktiviteit nog verder gere­
duceerd is.
Opmerkelijk zijn de zilverkorreldichtheden van de verschillende 
nefronsegmenten. De onderlinge verschillen, zoals wij die bij gevriesdroogd 
weefsel, geïncubeerd in het "ATP"-medium, gezien hebben, zijn in het weef­
sel dat volgens de "versnelde" procedure is ingebed, sterk genivelleerd.
Wij veronderstellen dat dit effekt ten dele veroorzaakt wordt door diffusie 
van het reversibel gebonden ouabaine ten gevolge van de dehydratie- en 
inbeddingsprocedure, zodat sterke verschillen in binding tussen de verschil­
lende segmenten vervagen. Hierdoor is het ook te verklaren dat de tubulaire 
lumina (Z * 2,5 en 1,7) en het interstitium (Z * U,0 en 2,7) in het ingebed­
de weefsel een vrij grote zilverkorreldichtheid bezitten.
Onze autoradiografische gegevens blijken een verdeling van de Na+-K+-
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ATPase aktiviteit over de verschillende nefronsegmenten te zien te geven
die eveneens een goede overeenkomst vertoont met de cytochemische loka-
. + + . , lisatie van het Na -K -ATPase in de rattemer volgens de methode van
Ernst (3.1.), en met de lokalisatie van dit enzym aan de hand van cel-
fraktionering van de rattenier door Kinne et al (1971) (3.2.).
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Appendix. Procedures voor het schatten van de gemiddelde
verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine 
bij immersie en perfusie experimenten.
Om met behulp van radioaktief ouabaine het enzym Na+-K -ATPase te kun­
nen lokaliseren, is het van belang een methode te ontwikkelen die een hoge 
verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine (SG/ASG) oplevert. De to­
tale binding wordt weerspiegeld door de ATP-meting; de K-meting is een maat 
voor de aspecifieke binding. Het probleem is nu om op basis van de ATP- en 
de K-metingen de gemiddelde verhouding SG/ASG te schatten.
Het schattingsprobleem bij perfusie-experimenten wordt zeer bemoei­
lijkt door het feit dat aan één nier slechts een ATP-meting óf een K-meting 
kan worden uitgevoerd; een gepaarde (ATP,K)-meting komt hier niet voor.
De verhouding (ATP-K)/K als schatting voor SG/ASG kan in dit geval niet 
per dier worden uitgerekend. Gebruik van de verhouding van de gemiddelden 
(ATP-K)/K als schatting voor de gemiddelde verhouding kan tot zeer grote 
afwijkingen aanleiding geven. Dit wordt geïllustreerd aan de hand van het
volgend voorbeeld. In tabel 7 zijn de fictieve gegevens van 2 caviae ver-
3 .meld. De meeteenheid is het aantal dpm H-ouabame per mg drooggewicht. 
Tabel J. De gemiddelde verhouding en de verhouding van de gemiddelden.
1. Inleiding.
ATP-meting K-meting Verhouding (ATP-K)/K
Cavia 1 100.000 10.000 9
Cavia 2 1*0.000 2.000 19
gemiddelde 70.000 6.000 ll+
Verhouding van de gemiddelden:(ATP-K)/K = (70.000 - 6.000)/6.000 = 10 2/3
I(ATP-K)/KGemiddelde verhouding = (9+19)/2 = lU
. ATP-meting K-meting Verhouding (ATP-K)/K
Cavia 1 100.000 2.000 1*9
Cavia 2 1*0.000 10.000 3
gemiddelde 70.000 6.000 26
Verhouding van de gemiddelden:(ATP-K)/K = (70.000 - 6.000)/6.000 = 10 2/3
I(ATP-K)/K 
! --- r--- = (**9 + 3)/2 = 26Gemiddelde verhouding
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Het is duidelijk dat de verhouding van de gemiddelden fors kan afwij­
ken van de in deze studie belangrijke parameter, de gemiddelde verhouding, 
en dat het van essentieel belang kan zijn te weten, welke ATP- en K-metingen 
van hetzelfde dier afkomstig zijn.
In de nu volgende beschouwing zal aandacht besteed worden aan de 
meetfout in de individuele bepaling van de verhouding SG/ASG bij immersie 
experimenten (paragraaf 3); de schatting van de gemiddelde verhouding 
SG/ASG bij immersie experimenten (paragraaf U); de schatting van de gemid­
delde verhouding SG/ASG bij perfusie experimenten (paragraaf 5); in deze 
paragraaf zal een interval-correctie voor (ATP-K)/K worden geïntroduceerd.
De schattingsprocedure, ontwikkeld voor perfusie experimenten, zal worden 
geëvalueerd aan de hand van gegevens van de immersie experimenten (para­
graaf 6). De mathematisch-statistische basistheorie wordt besproken in 
paragraaf 2.
2. Mathematisch-statistische basistheorie.
Bij experimenten is men vaak niet geïnteresseerd in de direkte waar­
nemingen (ATP,K-meting) zelf, doch in een uit die waarnemingen berekende 
grootheid (ATP-K)/K.
Model: Gegeven een waarneming x en £  (eventueel gecorreleerd).
2 2Zij x = y + e met Ee = Ee = 0 a = var x a = var y x — x —x —y x —  y *-
X = + ®y Pxy= P(^
Beschouw een willekeurige transformatie z = f(x,£) met f(x,y) twee maal 
continu differentieerbaar, dan wordt z_ in een tweede orde Taylor-reeks be­
naderd door:
z = f(y ,y ) + e f' + e f' + l(e2 f" + 2 e e f" + e2 f" )—  x y  - T x x - y y  —x x x  ~~yr~y xy 7  yy
In tweede orde benadering is de verwachting van :
(2.1.) Ez = f(y ,y ) + s(a2f" + 2p a 0 f" +a2 f" )—  *x ’y x xx ^xy x y xy y yy
als f(yx ,Uy) de te schatten parameter is, dan wordt de onzuiverheid
in de schatter z_ gegeven door:
(2.2.) onzuiverheid = 5(a2f" + 2p a a f" + a2f" )x xx Mxy x y xy y yy
De standaarddeviatie in z is in eerste orde benadering gelijk aan:
(2.3.) cs =\[U' )2a2 + (f' )2o2 + 2f' f' p a a z » x x y y x y xy x y
In deze studie worden de eigenschappen van de transformatie
= f(x,£) = {x~x)/n_ nader onderzocht.
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ïer vereenvoudiging van de diskussie wordt ondersteld:
>0 en >0. De eerste en tweede afgeleiden van de funktie 
z =(x-y)/y in het punt ( ,  y^ .) worden gegeven door:
" 1/wy f'y ' W "  f"w ' f'Vx ' -
W 3
Uit formule (2.1) volgt dat de verwachte uitkomst van z_ =(x-jr)/^  
in tweede orde benadering gelijk is aan:
(2.4.) Ez =(yx-yy)/yy + ( V y /(vy)3 - Pxyaxay/(yy)2
De onzuiverheid, als (yx~Uy.)/viy de te schatten parameter is, wordt 
benaderd door:
2 o 2
(2.5.) onzuiverheid = yxay/(yy) - Pxyax0y/(yy)
De grootheid (y r-y )/y wordt blijkbaar systematisch overschat x y y
door (x-ï.)/Z als de waarnemingen x en j niet gecorreleerd zijn.
De standaarddeviatie in de verhouding _z =(x-£)/j£. word.t in eerste 
orde benadering gegeven door :
(2’6-) az=V ax/(V 2 + (ux)2°y /(V U ‘ 2 UxpxyaxCTy/(lV )3
De afleiding van wiskundige formules in de paragrafen 3,5 en 6 is 
voor een belangrijk deel gebaseerd op de toepassing van de formules 
(2.4.), (2.5.) en (2.6.).
Afhankelijk van het te bestuderen probleem hebben hierbij de sto­
chastische variabelen x, ^ en z_ en de bijbehorende parameter een 
bepaalde betekenis; de correlatiecoëfficiënt p kan hierbij 
gelijk of ongelijk aan nul zijn.
3. De meetfout in de individuele bepaling van de verhouding SG/ASG bij immersie 
experimenten.
De verhouding V^= (ATP^-iC )/K^  wordt gehanteerd als schatting voor de 
parameter SG/ASG, waarbij : SG. = specifiek gebonden ouabaine bij dier i
ASG^ =aspecifiek gebonden ouabaine bij dier i.
Bij de foutendiskussie worden drie onderstellingen omtrent de ATP^ 
en waarnemingen bij dier i gemaakt:
a) De meetfouten in de ATP^ en waarnemingen worden beschreven door de 
Poisson tel-fout.
b) De meetfouten in de ATP^ en waarnemingen zijn niet gecorreleerd.
c) Bij de waarnemingen worden geen systematische fouten gemaakt.
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Model: De ATP^ waarneming wordt voorgesteld door 
De IC waarneming wordt voorgesteld door ^
Bij beide waarnemingen wordt het aantal dpm/mg drooggewicht geteld.
x. = u + e  y. = u +e—i x» —x. “n. fy; —y.
1  1
met: u = c (SG.+ASG.) u = c (ASG.)
^  i i  ^  i
c = evenredigheidsconstante; deze waarde is afhankelijk van de
. . .  3specifieke aktiviteit van het H-ouabame.
Ee = Ee =0 —x. -y.T *'1
cövOr,^) = 0
var x. = u (Poisson-fout)—i x^
var = viy (Poisson-fout)
De eigenschappen van de schatter V. volgen uit de theorie, afgeleid in 
paragraaf 2.
3.1. De onzuiverheid in de schatting: V. = (ATP.-K.)/K.ï 1 1 1
Uit formule (2.4.) volgt: E V. = (ux )/uy + nx ay /(yy )3
substitutie geeft : E V. = SG^/ASG^ + lix>/(Py )^
hieruit volgt dat de verhouding Sff./ASG. systematisch wordt overschat2 1 1met een factor u /(u )
xi yi
Deze onzuiverheid kan worden geschat door de grootheid ATP^ . /K? 
dier i te berekenen.
van ï ï
Conclusie: de onzuiverheid in de schatting van de verhouding SG^/ASG^
(3.1.) wordt in tweede orde benadering gegeven door de groötheid 
2ATP^/K^ . Het blijkt dat in alle immersie experimenten de 
onzuiverheid in de individuele bepaling van SG/ASG kleiner 
is dan 0,001.
3.2. De standaardfout in de schatting: = (ATP^-IC)/K^
i
De standaarddeviatie a„ in de schatter V. wordt in eerste orde benade-v. —1
ring gegeven door formule (2,6.)
\  " I K 7 v 2 * v ’y / ' y 4
2 2 Uit modelonderstelling a) volgt: a y a = y
xi= xi yi yi 
Gesubstitueerd in bovenstaande formule geeft dit:
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v V v s ,2 - \ K i ^
De standaardfout wordt verkregen door schattingen voor (ATP^) 
en (K^) te substitueren.
Conclusie: de standaardfout s^ in de bepaling van de verhouding
SG^/ASG^ wordt in eerste orde benadering gegeven door: 
V. = ^ ATPi/Ki -\j 1 + ATpi/Ki
1
s
Het blijkt dat de standaardfout in alle immersie experimen­
ten kleiner is dan o,l.
Bij deze resultaten kunnen de volgende kanttekeningen worden geplaatst.
1) Vergeleken met de orde van grootte van de standaardfout is de on­
zuiverheid in de individuele bepaling van SG/ASG te verwaarlozen.
2) Indien de ATP^ en waarneming bij dier i gebaseerd is op meerdere 
waarnemingen (n), wordt de onzuiverheid gereduceerd met een faktor
■]p.n en de standaardfout met een faktor 1
3) In de stndaardfout is alleen verdisconteerd de Poisson telfout en 
niet de biologische variatie in de tijd en de variaties veroorzaakt 
door een eventuele slechte reproduceerbaarheid van het totale 
experiment.
1*3 Er is niet uitputtend gebruik gemaakt van de veronderstelling dat de 
ATP^ en waarnemingen Poisson verdeeld zijn, alleen het gevolg van 
deze veronderstelling - de variantie is gelijk aan de verwachting - 
is in de beschouwingen betrokken.
U. Schatting van de gemiddelde verhouding SG/ASG bij immersie experimenten.
De theorie in deze paragraaf bevat de gebruikelijke statistische 
formules, volledigheidshalve zijn ze in deze appendix opgenomen.
De verhouding V^= (ATP^ -fL )/K^  wordt gehanteerd als schatting voor 
de verhouding SG^/ASG^ behorend bij dier i. De eigenschappen van deze 
schatter zijn beschreven in paragraaf 3. Bij een immersie experiment be­
schikt men over n gepaarde waarnemingen (ATP^,K^) i=l,..,n. Als ondersteld 
mag worden dat de n caviae een aselekte steekgroep vormen, dan ligt het 
voor de hand de grootheid
_ n n A<rp _ir
(4.1.) V = z v./n = X 1 1 / n
i=l 1 i=l K.ï
te hanteren als schatting voor de gemiddelde verhouding SG/ASG. Uit de
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Uit de resultaten van paragraaf 3 blijkt dat de onzuiverheid in de indivi­
duele bepaling van SG^/ASG^ te verwaarlozen is. De gemiddelde verhouding 
V (formule 4.1.) is dus in benadering een zuivere schatter voor de gemid­
delde verhouding SG/ASG in de populatie. De standaardfout s^ in is te 
verwaarlozen in verhouding met de standaarddeviatie van de grootheid SG/ 
ASG in de populatie caviae. Hieruit volgt dat de standaarddeviatie in de 
grootheid SG/ASG geschat kan worden door:
(4.2.). s =\/z(V,-V)2/ (n-l)
De standaardfout (s.e.m.) in de schatting van de gemiddelde verhouding 
SG/ASG wordt gegeven door:
(4.3.) s— = 3/ \ f  waarbij s berekend wordt met formule (4.2.).
5. Schatting van de gemiddelde verhouding SG/ASG bij perfusie experimenten.
Het schattingsprobleem bij perfusie experimenten wordt zeer bemoei­
lijkt door het gegeven dat gepaarde waarnemingen (ATP,K) niet kunnen wor­
den uitgevoerd. Dientengevolge kan de verhouding V^= (ATP^ -K^)/K\ bij een 
perfusie experiment niet per dier worden uitgerekend. De gebruikelijke 
statistische formules beschreven in paragraaf 4, kunnen daardoor niet 
worden toegepast. Zoals in de inleiding is aangetoond, kan schatting van 
de gemiddelde verhouding SG/ASG door de verhouding van de gemiddelden 
(ATP-K)/K tot grote afwijkingen en mogelijke verkeerde conclusies leiden.
In deze paragraaf wordt een interval-correctie voor de grootheid (ATP-K)/K 
afgeleid. Dit interval bevat de punt-schatting voor de gemiddelde verhou­
ding SG/ASG. De grootte van het interval hangt af van het verschil tussen 
de gemiddelde verhouding SG/ASG en de verhouding van de gemiddelden SG en 
ASG. Dit verschil zal nu eerst worden gekarakteriseerd.
Verschil A tussen de gemiddelde verhouding SG/ASG en de verhouding van de 
gemiddelden.
Beschouw een eindige populatie caviae van omvang N met de volgende karakte­
ristieken: N
(5.1.) GV = I (SG^/ASG^) / N = gemiddelde verhouding specifiek/aspecifiek
1 jj gebonden ouabaine.
(5.2.) SG = Z SG./ N = gemiddelde specifieke binding 
____1=1 N
(5*3.) ASG = £ ASG./ N = gemiddelde aspecifieke binding
i=l 1
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N
(5.U.) SG + ASG = E (SG.+ ASG.) / N = gemiddelde totale binding 
i=l 1 1
(5.5.) VG = SG/ASG = verhouding van de gemiddelde
specifieke binding en de gemid­
delde aspecifieke binding.
De waarden ( SG. +ASG. , ASG.): i = 1....N) vormen een bivariate verde- 
1 1  ’ 1 ’
ling.
Beschouw een aselekte trekking (x,£) uit deze verdeling, waarbij: 
x = totale binding SG + ASG en 21= aspecifieke binding ASG.
Dan geldt:
(5.6.)
II 
II
x\ 
>J
y + e x —X
y + ey -y
y = SG+ASGX
V = ASGy
var 2x = a
var
— X
2
JE - <V
E e = E e-x -y
= gemiddelde aspecifieke binding 
= variantie in de totale binding 
= variantie in aspecifieke binding 
= 0
p(x,^ .) = p = correlatie tussen de totale binding en de xy
aspecifieke binding 
Beschouw de transformatie z_ = (x-^ )/^ , dan geldt:
N
(i) E z = 2 (SG./ASG.) / N = GV 
i=l 1 1
Uit formule (2.U.) volgt dat E z in tweede orde 'benadering ook gelijk is 
aan: o o 2(ii) E z = (y -y )/y + (y a /(y ) - p c a  /(y )- x y y x y y xy 1 y 7
Nu is (y -y )/ y = SG/ASG = VG x *y y
Uit (i) en (ii) volgt dat het verschil A tussen GV en VG in tweede orde 
benadering gelijk is aan:
(5.7.) 4- GV - VG - - PW <YV/<U/
waarbij: y^= gemiddelde totale binding
y = gemiddelde aspecifieke binding
2 . . . . .CTx= variantie in de totale binding
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= variantie in de aspecifieke binding
correlatie tussen de totaal binding en de aspecifieke 
binding.
Formule (5.7.) beschrijft in parameter-vorm het verschil tussen de gemid­
delde verhouding en de verhouding van de gemiddelden. We keren nu terug 
naar de schatting (ATP-K)/K om de eigenschappen nader te onderzoeken en 
de interval-correctie af te leiden. De eigenschappen worden afgeleid onder 
de volgende veronderstellingen:
a) De ATP-metingen zijn verricht aan n^ aselekt gekozen caviae
b) De K -metingen zijn verricht aan n^ aselekt gekozen caviae
c) De ATP- en K-metingen zijn onderling niet gecorreleerd.
d) De ATP- en K-metingen vertonen geen systematische fouten.
De verwachtingswaarde van (ATP-K)/K
De ATP^ waarneming wordt voorgesteld door x. (i=l,...,n^)
De K. waarneming wordt voorgesteld door jr. (j=l,...n )J 3 e-
Het volgende model wordt gehanteerd:
(5.8.)
x. - u + e1 X “X.1
(i=l... .
waarbij:px = c(SG+ASG) = gemiddelde ATP waarde
= c(ASG) = gemiddelde K waarde
c = evenredigheidsconstante; de waarde is afhanke-
. . .  3lijk van de specifieke aktiviteit van H-
ouabaine. 
_2 = variantie in de ATP waarden 
= variantie in de K waarden
var e =a —x. x
1 2 var e =o
-T j y
E e = E = 0 > cov(x. ,jr.) = 0 -xi -yj -ï
cov(x,,£•) =0 i^ j1 J
CO'V(ïi,Z.) = 0
Voor het gemiddelde van de n^ ATP-metingen en de n^ K-metingen geldt nu:
(5.9.)
E(x)=yx var(x) = O c o v U . x )  =  0
. E(jr) = My var(jr) = CTy/n2
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Toepassing van de theorie afgeleid in paragraaf 2 (formule 2.U.) geeft:
E ( x  -  Z) / E  = (v ix -U y ) /U y  +  V V /wy 3 n 2
Nu is (y -y )/y = SG/ASG = VG, daaruit volgt: x y y
E (x - £)/ x = VG + tyj2 / (yy)3 n2
De verhouding van de gemiddelden (ATP-K)/K is dus geen zuivere schatting 
voor GV maar voor VG + pxay/ (yy) n2
Hieruit volgt dat de verhouding van de gemiddelden (ATP-K)/K moet worden 
vermeerderd met de correctiefactor:
(5.10) (GV - VG) - y v l  (y )3 nx y y ei
(5.11) De grootheid (ATP-ÏÖ/K + (GV-VG) - y cf2/ (y )3 nx y y c-
is in tweede orde benadering een zuivere schatting voor de ge­
middelde verhouding SG/ASG. De eerste correctie faktor (GV -VG)
2 3is beschreven in (5.T.), de tweede correctie faktor y ct /(y ) n_’ x y Hy 2
in (5.8.). De correctie faktoren in (5.11) zijn beschreven in 
parameter-vorm; dit betekent dat er schattingen voor deze cor­
rectie faktoren moeten worden aangegeven. De tweede correctie 
faktor wordt geschat door:
(5.12) ATP s2 ATP = gemiddelde ATP waarde van n caviae_K _ X
—3 ' met K = gemiddelde K waarde van n„ caviae
K n2 2 . . . 2s = steekproefvariantie in de K-metingenK
Voor de eerste correctie faktor A= GV - VG (formule 5-7-) is geen punt- 
schatting aan te geven, omdat de parameter p niet geschat kan worden.
De waarden van een correlatiecoëfficiënt zijn echter begrensd (-l<p <l), 
daardoor is het mogelijk een numerieke onder- resp. bovengrens voor de 
schatting van de eerste correctie faktor S te bepalen.
Het verschil Ais niet afhankelijk van de keuze van de eenheden SG en ASG. 
De meetfouten in de ATP- en K-bepalingen zijn in verhouding met de sprei­
dingen in de ATP- en K-waarden te verwaarlozen. Dit betekent dat een nume­
riek interval voor de schatting van de eerste correctie faktor A= GV -VG 
wordt gegeven door de volgende formule:
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a = ATP/K3 .sf;Xv(5-13)
De ondergrens wordt bepaald door 
De bovengrens wordt bepaald door 
Het midden van het interval wordt door de eerste term beschreven.
2 . =£ = ATP.'s^  / K3 min p=l K '
S =2 = ATP.s^ / K3 max p=-l K
Opgemerkt moet worden dat het interval aangegeven door (5.13) geen betrouw­
baarheidsinterval is in de statistische betekenis van het woord; het is 
een numeriek interval voor de schatting £.
Combinatie van het correctie-interval (5.13) en de correctiefaktor (5.12) 
geeft een procedure voor de schatting van de gemiddelde verhouding speci­
fiek/aspecifiek gebonden ouabaine.
s Bij perfusie experimenten wordt een numeriek interval (hiermee 
is nog geen numeriek interval aangegeven voor de parameter) voor 
de schatting van de gemiddelde verhouding specifiek/aspecifieke 
binding gegeven door:
(5.14)
(ATP-K)/K + C1 " c 2 met c^  = ATP
c2 = ATP
4  /  K 3  ±  s A T P V  k 2
K n2
ATP = gemiddelde ATP waarde van caviae 
K = gemiddelde K waarde van n2 caviae 
SATP= steekProefspreiding in de ATP waarden 
s^ . = steekproefspreiding in de K waarden
Een indicatie voor de fout wordt verkregen door de standaardfout in de 
eerste term (ATP-K)/K aan te geven. De theorie van paragraaf 2 (formu­
le 2.6) toegepast op deze situatie levert de volgende uitdrukking:
De standaarddeviatie in (ATP-K)/K wordt in eerste orde benadering gegeven 
door:
a(ATP-(5-15) P K)/K = ^ ~ ö '2,2 2 2 ,4/y n, + y a /y n„ x y 1 x y py 2
(5 .1 6 )
Na substitutie van de gebruikelijke schattingen voor het rech- 
terlid wordt de uitdrukking voor de standaardfout verkregen:
f Bij perfusie experimenten wordt de standaardfout in de eerste 
term (ATP~K)/K van de schatting voor de gemiddelde verhouding 
specifiek/aspecifieke binding gegeven door:
- I l 6  -
ts(ATP-K)/K =^sJTp/  K 2 ^  + ATP2.s£/ K*n2
De formules (5.1*0 en (5•16) zijn toegepast op de data verkregen bij 6 
perfusie experimenten. Van belang zijn voornamelijk de bovengrenzen van 
het interval en de standaardfout s(ATP-K)/K in de verhouding van de ge­
middelden. In tabel 8 zijn de resultaten vermeld.
Tabel 8. Interval correctie voor de verhouding van de gemiddelden met
betrekking tot de schatting van de gemiddelde verhouding SG/ASG.
Perfusie exp.
aantal
waarne­
mingen
ni n2
verhouding 
van de 
gemiddelden 
(ATP-K)/K
standaard­
fout
s(ATP-K)/K -
interval* 
correctie voor 
(ATP-K)/ÏC
1. Cortex vers. 5 1* 0,63 0,25 ( 0,59; 0,8 1)
2. Medulla „ 5 U 0,05 0,12 ( 0,05; 0,12)
3. Cortex fix. 3 3 -0,08 0,29 (-0,lU; 0,01)
U. Medulla n 3 3 0,00 0,23 (-0,01; 0,11+)
5. 'Cortex vers 5 5 0,20 0,19 ( 0,1 8; 0,23)
6. 'Medulla „ 5 5 0,27 0,26 ( 0,21; 0,U!+)
* : interval = (ATP-K)/K + ^  - c£ ^  = —  2 -3 + BJ &
-L Jv — A lt  K.
c2 = ATP.s|/ ÏC3n2
Uit de resultaten blijkt dat het interval (ATP-K)/K + c^ c2 bij 
alle perfusie experimenten een deelverzameling is van het interval 
(ATP-K)/K + s(ATP-K)/K; de correcties hebben dus geen extreme vor­
men aangenomen.
Opgemerkt wordt nog, dat de negatieve linkerwaarden van het correctie 
interval door 0 vervangen mogen worden.
6. Evaluatie van de schattingsprocedure ontwikkeld voor perfusie experimenten.
De procedure aangegeven in paragraaf 5, voor het schatten van de gemid­
delde verhouding SG/ASG bij een perfusie experiment, kan in principe ook 
bij een immersie experiment worden gevolgd.
Daar bij een immersie experiment ook de gebruikelijke statistische 
methoden (paragraaf k) kunnen worden toegepast, ontstaat de mogelijkheid 
de resultaten van beide methoden experimenteel te vergelijken. Het gaat
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daarbij niet om de keuze van een beste methode; vanzelfsprekend is bij 
immersie experimenten de methode, beschreven in paragraaf 1+ te verkie­
zen. Indien nu de procedure, beschreven in paragraaf 5, wordt toegepast 
op immersie experimenten, en de resultaten niet in strijd zijn met de 
resultaten verkregen met de gebruikelijke methode, dan is dit een aan­
wijzing voor de validiteit van de ontwikkelde schattingsprocedure voor 
perfusie experimenten.
Hoewel in principe de gedachtengang, ontwikkeld in paragraaf 5, 
ook op immersie experimenten kan worden toegepast, kunnen niet zonder 
meer de formules van deze paragraaf worden overgenomen.
De basistheorie, beschreven in paragraaf 2, zal opnieuw als uit­
gangspunt dienen om analoge formules af te leiden.
Beschouw een eindige populatie caviae van omvang N met de karak­
teristieken gedefinieerd door (5.1) t/m (5-5). Het verschil A tussen 
de gemiddelde verhouding GV en de verhouding van de gemiddelden VG wordt 
gegeven door (5•T ) • De eigenschappen van de verhouding (ATP-K)/K worden 
nu in het kader van een immersie experiment onderzocht; op grond hier­
van worden weer correctie faktoren afgeleid. Evenals in paragraaf U 
wordt ook hier ondersteld dat de onderzochte n caviae een aselekte 
steekproef vormen.
De verwachtingswaarde van (ATP-K)/K .
De metingen aan cavia i (i = l,...,n) worden voorgesteld door:
(*.,£.) = (ATO..K.)
Het volgende model wordt gehanteerd:
(6.1)
x. = y + e (ï = 1,...n)— X X -X.X
y. = y + e
i  y - y ,
waarbij: y^ = c(SG+ASG) = gemiddelde ATP-waarde
= c(ASG) = gemiddelde K -waarde
c = evenredigheidsconstante; deze waarde is afhanke-
. . . . .  3lxjk van de specifxeke aktxvitext van het H-
ouabaine.
var e = 2 0 ■—x. X1 2var e = O
-yi y
E e = E e“ X.1 “*i
) = correlatiecoëfficiënt tussen de ATP en K-waarde.
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Het is duidelijk, dat model (6.l) niet gelijk is aan model (5.8). Bij 
perfusie experimenten is er geen correlatie tussen de x en £ metingen, 
bij immersie experimenten moet rekening gehouden worden met een mogelijke 
correlatie.
Voor het gemiddelde van de n ATP-metingen en de n K-metingen geldt nu:
I mxj =u varixj= i 2
(6 .2 )
(6.3) GV-VG
f E(x) yx ( ) a j  n p(x,ï) = p O ^ ^ )  = p^
 ^ E(jO var©= ay/ n
Toepassing van de theorie, afgeleid in paragraaf 2 (2.4) geeft: 
E d - D / l  = (px-yy)/My + Vy/pJ n - Pxy/^ . ax/fn .ay/fn 
Nu is (yx-py)/yy = SG/ASG = VG, daaruit volgt:
2 3 VG +u a /u n Mx y HyE (x-Jl)/^
De verhouding van de gemiddelden (ATP-K)/K is geen zuivere
schatting voor GV, maar voor:
2 2 2 VG + u a /u n - p /u . o o i n Mx y py ^xy My x y
Hieruit volgt dat de verhouding van de gemiddelden (ATP-K)/K
moet worden vermeerderd met de correctie faktor:
2 3 2- p a / y  n - p  /u .a a„/ n x y *y yxy Hy x y'
(6.4)
Evenals bij de perfusie experimenten moeten deze correctie 
faktoren worden geschat. De tweede correctie faktor wordt ge­
schat door:
2ATP
—  - 1/ ïc2 ATP,K '
SATPSK
&
met
ATP = gemiddelde ATP-waarde van n caviae 
K = gemiddelde K-waarde van n caviae 
SATP = 8'teekProef spreiding van de ATP-waarden
K
rATP,K
= steekproef spreiding van de K-waarden 
= steekproef produkt moment correlatie - 
coëfficiënt
Bij een perfusie experiment kan geen puntschatting voor de 
eerste correctie faktor A= GV-VG (formule 5-7) worden aange­
geven; in paragraaf 5 is daarom gebruik gemaakt van interval­
len. Bij immersie experimenten kan de correlatie tussen de ATP-
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en K-waarden geschat worden; dit geeft de mogelijkheid 
om een puntschatting voor A af te leiden.
(6.5) 2= ATP/ K3 • s2 - rATp K SATP3K
K 2
De eerste correctie faktor (6.5) is n maal zo groot als 
de tweede correctie faktor (6.U). Combinatie van de cor­
rectie faktoren (6.1*) en (6.10 en (6.5) geeft een uit­
drukking voor de puntschatting van de gemiddelde verhou­
ding SG/ASG bij een immersie experiment.
(6.6) (AÏP-K)/K +(fi-l)/n f ATP.s2/ ÏC3 - rATp R SATPSK 1
^ ÏC 2 '
Met behulp van de basistheorie in paragraaf 2 kan weer 
de standaardfout in de eerste term (ATP-K)/K worden 
afgeleid._________________________________
(6.7) s(ATP-K)/K =y s2Tr/K 2 + ATP 2.s2/ K h n - 2 AÏF / K ^ " ^  J/aTP 3^
Formule (l*.l) geeft de beste methode voor het schatten 
van de gemiddelde verhouding SG/ASG, waarbij formule 
(1+.3) de standaardfout in deze schatting aangeeft. Deze 
formules kunnen nu experimenteel worden vergeleken met 
de formules (6.6) en (6.7). De validiteit van de proce­
dure , ontwikkeld in paragraaf 5 > moet echter ook wor­
den geëvalueerd aan de hand van formule (6.6), zonder
gebruik te rakken van de schatting r .A1F
Op analoge wijze wordt dan een interval (6.8) aangege­
ven voor de schatting van de gemiddelde verhouding 
SG/ASG.
(6.8) (ATP-ÏC)/K + (n-l)/n . ATP .s,2 / K 3 + (n-l)/n SATPSK
De formules (6.8) en (5.110 maken nu beide geen gebruik van enige kennis 
omtrent de correlatie tussen de ATP- en K-metingen. Als nu de uitkomsten 
van de formule (6.6),(6.8) niet in strijd zijn met de uitkomsten van for­
mule (l+,l) - waarbij natuurlijk ook rekening gehouden moet worden met de 
standaardfouten (6.7) en (1+.3) - dan is dit aanwijzing voor de validiteit 
van de gevolgde procedure in paragraaf 5. De resultaten van dit onderzoek 
zijn vermeld in tabel 9.
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Tabel 9- Schatting van de gemiddelden verhouding SG/ASG, met vergelijking 
van de resultaten van de methoden, beschreven in paragraaf 4 en 6.
immersie exp. n
A
formule -*-( 4.1)
B
(4.3)
C D
(6.7)
E
(6.6)
F
(6.8)
1. Cortex vers 5 4,8 0,6 4,6 0,6 M (^,7;M)
2. Medulla „ 6 6,0 0,9 5,5 0,7 5,8 (5,7 ;6,l)
3. Cortex fix. 5 5,5 1,0 5,5 1,1 5,6 (5,3;5,6)
4. Medulla n 4 5,6 1,8 M 1,5 5,5 (*+,9;5,7)
5. 'Cortex vers' 5 3,3 0,4 3,2 0,3 3,3 (3,1 ;3,4)
6. 'Medulla „ ' 5 2,5 0,4 2,5 0,4 2,5 (2,4;2,8)
n
A: gemiddelde verhouding E V^/n 
B: standaardfout s.e.m. 1- "^
C: verhouding van de gemiddelden (ATP-K)/K 
D: standaardfout s(ATP-K)/K 
E: puntcorrectie voor (ATP-K)/K 
F: interval correctie voor (ATP-K)/K
De numerieke verschillen tussen gemiddelde verhouding (4.1) en 
verhouding van de gemiddelden zijn voor 6 immersie experimenten achtereen­
volgens: 0,2; 0,5; 0,0; 0,8; 0,1; 0,0. Na correctie van (ATP-K)/K met de 
term:
(n-l)/n . ( ATP .s2 / K 3 - rATp K 3ATP3K )
Ï C  2
zijn de numerieke verschillen teruggebracht tot 0,0; 0,2; -0,1; 0,1;
0,0; 0,0. Na toepassing van de intferval correctie (6.8) blijkt de gemid­
delde verhouding (4.l) bij alle experimenten een getal te zijn binnen dit 
interval.
Uit tabel 9 blijkt dus dat de schattingsprocedure - ontwikkeld voor 
perfusie experimenten - toegepast op immersie experimenten bevredigende 
resultaten geeft. Hoewel extrapolatie van dit resultaat naar perfusie 
experimenten niet zonder meer geoorloofd is, is hiermede de validiteit 
van de schattingsprocedure, beschreven in paragraaf 4 voldoende aangetoond.
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Samenvatting.
Het Na+-K+-ATPase systeem wordt een wezenlijke funktie toebedacht 
bij het transport van Na+- en K+-ionen door celmembranen. Vele onderzoe­
kers hebben zich met de lokalisatie van dit enzymsysteem bezig gehouden, 
daar een nauwkeurig beeld van de situering van dit systeem tot een beter 
fysiologisch begrip kan leiden. In hoofdstuk 1 wordt de relatie tussen 
de fysiologie en morfologie met betrekking tot het aktieve kationentrans- 
port uiteengezet.
Voor een goed begrip van het enzymsysteem wordt in hoofdstuk 2 het 
hypothetische reaktiemechanisme en een duidelijke kenschetsing van de 
relatie tussen dit enzymsysteem en het aktieve Na+-transport gegeven.
In hoofdstuk 3 worden de verschillende uit de literatuur bekende 
lokalisatie methoden voor dit Na+-K+-ATPase besproken.
Naast de verschillende bezwaren die bij de cytochemische lokalisa­
tie van het enzym volgens de Wachstein-Meisel procedure met het gebruik 
van het loodion samenhangen, vormt het ongevoelig zijn voor ouabaine van 
het aangetoonde enzym het grootste bezwaar. Ernst toont door middel van 
de lokalisatie van een K+-afhankelijke, ouabaine-gevoelige p-nitrophenyl- 
phosphatase met behulp van Sr een enzym aan, dat identiek zou zijn met de 
laatste stap van de hydrolyse van ATP door het Na -K -ATPase systeem.
De mogelijkheden voor de lokalisatie van het Na+-K+-ATPase aan de 
hand van celfraktionering en met behulp van immunologische technieken 
worden eveneens besproken.
Subcellulaire lokalisatie van het natriumion levert ons geen uit­
sluitsel omtrent de lokalisatie van het Na+-K+-ATPase. Weliswaar wordt het 
enzym door Na+ gestimuleerd, maar het natriumion kent slechts een geringe 
compartimentatie, zodat het verspreid in de hele cel kan voorkomen.
Daarnaast bestaat de mogelijkheid met behulp van gemerkt ouabaine,
een specifieke remmer van het Na+-K+-ATPase, het enzym te lokaliseren:
"labelled inhibitor" methode. Ofschoon er fluorescerende derivaten van het
ouabaine bestaan, die het enzym ook sterk remmen, missen zij de selektivi-
3teit om slechts dxt enzym te remmen. Met behulp van H-ou-abaine wordt door
ons getracht door middel van autoradiografie dit enzym te lokaliseren.
3Om naast immersie incubaties ook perfusie incubaties met H-ouabaine 
aan de nier te kunnen uitvoeren zijn twee perfusiesystemen ontworpen, die 
in hoofdstuk U beschreven worden* In dit hoofdstuk wordt eveneens de in­
vloed van deze immersie en perfusie incubaties op de ultrastruktuur van
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vers en voorgefixeerd weefsel besproken. Het blijkt dat een perfusie incu­
batie of perfusie fixatie een beter ultrastruktureel behoud te zien geeft 
dan een immersie incubatie of immersie fixatie. Daar voor het autoradio- 
grafisch deel van het onderzoek een beschrijving van de ultrastruktuur van 
de nefronsegmenten van de cavia noodzakelijk was, wordt ook deze hier 
gegeven.
De literatuur maakt onderscheid tussen een specifieke binding van 
het ouabaine aan het Na+-K+-ATPase, gecorreleerd aan de enzymaktiviteit, 
en een aspecifieke binding. In hoofdstuk 5 worden proeven beschreven om 
een zo hoog mogelijke verhouding specifiek/aspecifiek gebonden ouabaine 
in het weefsel te verkrijgen, waarbij de totale hoeveelheid specifiek ge­
bonden ouabaine voldoende groot moet zijn om autoradiografie hierop te 
kunnen uitvoeren. Door middel van twee incubatiemedia kan een onderscheid 
gemaakt worden tussen het specifiek en aspecifiek gebonden ouabaine. Van 
de onderzochte weefseltypen (lever en nier) en diersoorten (konijn, cavia, 
rat en muis) blijkt de nier van de cavia de grootste hoeveelheid ouabaine 
te binden, met de gunstigste verhouding specifiek/aspecifiek gebonden oua­
baine. Met betrekking tot deze twee aspekten blijkt voorts een immersie 
'incubatie gunstiger te zijn dan een perfusie incubatie. Een korte voorfixa­
tie met paraformaldehyde blijkt geen invloed op de binding te hebben in
tegenstelling tot een voorfixatie met glutaaraldehyde. Bij een ouabaine- 
—7concentratie van 10 M blijkt na een 60 minuten durende incubatie nog geen 
verzadiging op te treden van zowel specifieke als aspecifieke binding.
Het meest gunstige resultaat wordt verkregen met een 30-1*5 minuten durende 
immersie incubatie met een ouabaine concentratie van 10 M aan weefsel, 
dat via een perfusie fixatie met paraformaldehyde kort wordt voorgefixeerd.
In hoofdstuk 6 wordt een door ons ontwikkelde vriesdroogprocedure be­
schreven, waardoor het uitspoelen van ouabaine uit het weefsel, dat tijdens 
een normale elektronenmikroskopisch-histologische procedure plaats vindt, 
kan worden voorkomen. In het bizonder wordt aandacht geschonken aan kris­
tallisatie met betrekking tot het behoud van de ultrastruktuur. Belangrij­
ke aspekten zoals kristalgrootte, kristallisatietrajekt, koelsnelheid en 
koelmedia worden behandeld. Na toepassing van deze vriesdroogprocedure 
kunnen nog slechts organellen herkend worden, die groter zijn dan 1500- 
2000 2 .
In hoofdstuk 7 wordt met behulp van de lichtmikroskopische autora­
diografie aan gevriesdroogd weefsel aangetoond dat vooral de distale tubu­
lus , en in mindere mate de proximale tubulus en de verzamelbuis Na+-K+-
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ATPase aktiviteit bezitten. De elektronenmikroskopische autoradiografie 
laat zien dat deze aktiviteit beperkt is tot de baso-laterale plasmamem- 
branen. Uit morfometrische tellingen aan proximale en distale tubuli 
blijkt de hoeveelheid specifieke labelling gecorreleerd te zijn aan de 
hoeveelheid baso-lateraal plasmamembraanoppervlak.
Uit dit onderzoek is gebleken dat de enzym-inhibitie methode voor 
de lokalisatie van het Na+-K+-ATPase bruikbaar is. Een optimalisering 
van de, vriesdroogprocedure zou er toe kunnen leiden dat ook celorganellen, 
kleiner dan 1500 X herkenbaar zouden blijven. Hierdoor zouden enzymen of 
strukturele elementen, die gemerkt kunnen worden met een bij een normale 
elektronenmikroskopische procedure extraheerbare "marker" en in deze 
kleinere celorganellen voorkomen, gelokaliseerd kunnen worden.
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Summary.
The lfa+-K+-ATPase system is considered to represent an essential function 
in Na+- and K+-transport through cell membranes. Many scientists have occupied 
themselves with localizing this enzyme system, beceause a precise picture of 
the setting of this system may lead to a physiological understanding. In 
chapter 1 the relation betveen physiology and morphology with regard to the 
Ka -transport will be explained.
For a good understanding of this enzyme system the hypothetic reaction 
mechanism and a clear characterization of the relation between this enzyme 
system and the active Na+-transport will be given in chapter 2.
In chapter 3 the different methods for localizing Na+-K+-ATPase, known 
from literature, will be discussed.
In addition to the various objections, involved in the use of lead 
when cytochemically localizing the enzyme according to the Wachstein-Meisel 
procedure, the insensitiveneBs to ouabain of the demonstrated enzyme forms 
the greatest obstacle. By localizing a K+-dependent, ouabain-sensitive p-ni- 
trophenylphosphatase with the aid of Sr, Ernst shows an enzyme, that is 
supposed to be identical with the last step of ATP-hydrolysi:s by the Na+-K+- 
ATPase system.
The possibilities for establishing the localization of this enzyme 
will be discussed on the basis of cell fractionation and immunological 
techniq.ues too.
Subcellular localization of the Na-ion gives us no definite answer 
about the localization of the Na+-K+-ATPase. The enzyme is stimulated by 
Ha+, but Na+ nearly knows compartimentation, so that it is to be found 
scattered throughout the cell.
Moreover there is the possibility to localize the enzyme using label­
led ouabain, a specific inhibitor of the Na+-K+-ATPase: the "labelled inhi- 
bitor" method. Although there are some fluoresceht derivatives of ouabain, 
also inhibiting the enzyme very strongly, they lack the seleCtivity to
inhibit this enzyme only. We will attempt to localize this enzyme by means of
3autoradiography with H-ouabain.
In order to be able to perform kidney perfusion incubations besides 
kidney immersion incubations two perfusion systems have been designed, both 
discussed in chapter 4. The influence of these immersion and perfusion incu­
bations on the ultrastructure of fresh and prefixed tissue will be discussed.
It turns out that a perfusion incubation and perfusion fixation give a better
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preservation of the ultrastructure than an immersion incubation and immersion
fixation do. As a clear description of the ultrastructure of the guinea-pig's
kidney is necessary, this too will be given here.
Literature distinguishs between a specific binding of ouabain to the
Na+-K+-ATPase, correlated with the enzyme activity, and an aspecific binding.
In chapter 5 experiments are described that were conducted in order to obtain
a maximum ratio of specific/aspecific bound ouabain in the tissue, the total
quantity of specific bound ouabain having to be sufficiënt for carrying out
autoradiographical experiments. By means of two incubation media we can dis-
tinguish between specific and aspecific bound ouabain. Of the tissues (liver
and kidney) and species (rat, rabbit, guinea-pig and mouse) tested the kidney
of the guinea-pig proves to bind the largest quantity of ouabain, and has
the most favourable ratio of specific/aspecific bound ouabain. With reference
to these two aspects an immersion incubation proves to be more favourable
than a perfusion incubation. It became evident that a short prefixation with
paraformaldehyde had no effect on the binding of ouabain contrary to a pre-
-7fixation with glut ar aldehyde. At an ouabain concentration of 10 M, incubated..
for 60 minutes, no saturation of the specific and aspecific binding is per-
ceived. The most favourable results are obtained with an immersion incubation
—6of 30-1*5 minutes at an ouabain concentration of 10 M of tissue slices, 
briefly prefixed with paraformaldehyde via perfusion.
We have developed a freeze-drying procedure - described in chapter 6 - 
by which the washing of ouabain out of the tissue is prevented occurring in 
an usual electron microscopical histological procedure. Special attention has 
been given to crystallization in relation to the preservation of the ultra­
structure. Important aspects e.g. crystal size, the temperature where crys­
tallization occurs, freezing velocity and coolants will be dealt with. When 
appiying this freeze-drying procedure only organelles larger than 1500-2000 2 
can be recognized.
In chapter 7 the application of light microscopical autoradipgraphy to 
freeze-dried tissue shows that especially the distal tubule, and to a smaller' 
extent the proximal tubule and the collecting tubule have Na+-K+-ATPase. It is 
shown by electron microscopical autoradiography that this activity is restrie- 
ted to the baso-lateral plasmamembranes. From morphometrical counting at 
proximal and distal tubules the quantity of specific bound ouabain turns out 
to be correlated to the quantity of baso-lateral plasmamembranes surface.
It is evident now that the enzyme-inhibition method for localizing 
■f + m the Ka -K -ATPase is an useful one.
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An optimum improvement of the freeze-drying procedure could lead 
to a sustained recognition of cell organelles smaller than 1500 2. Thus, 
enzymes or structural elements labelled with a marker that is extractable 
in a normal electron microscopical histological procedure, and present in 
these smaller cell organelles, could be localized.
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Stellingen.
1. Bij het histochemisch aantonen, van enzymen v/erdient de enzym-inhibitie 
methode de voorkeur boven de precipitatie techniek.
Dit proefschrift.
2. Het is onjuist de hoeveelheid baso-laterals plasmamembraan van de proxi- 
male tubulus epitheelcel met die van de distale tubulus epitheelcel te 
vergelijken, uitgedrukt in percentages van het totale plasmamembraanop- 
pervlak, wanneer niet ook het totale plasmamembraanoppervlak met elkaar 
vergeleken wordt.
U.Schmidt, ll.C.Dubach. Prog.Histochem.Cytochem., 2, 185-296 (1971)
3. Spreken over dé natriumpomp is in het licht van de resultaten van het 
werk van Whittembury et al. onjuist.
G.Whittembury, F.Proverbio. Arch.Ges.Physiol., 316, 1 (1970)
4. Het gebruik van de term retrograde perfusie kan een verkeerde voorstelling 
van zaken geven.
T.Goodman. Lab.Invest., 23, 93 (1970)
5. De Hfr-donor protoplast leent zich,gezien zijn eigenschappen, meer voor 
een eventuele conjugatie tussen twee protoplasten dan een F -protoplast.
Ch.C.Brinton. Crit.Rsv.f'licrobiol., 1, 105—160 (1971)
6. Naar aanleiding van recente studies, waarbij een toxische werking van 
o.a. tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) op het immunologische systeem 
werd aangetoond, is het noodzakelijk bij het vaststellen van de toxici­
teit van stoffen een onderzoek van het immunologische systeem hierin te 
betrekken.
M.W.Harris, O.fl.l’loare, J.G.Uos, B.N.Gupta. Environm.Health
Perspect., 5, 10-109 (1973)
7. Gezien de samenstelling van galstenen en de eigenschappen van chenodeoxy— 
cholzuur zal het gebruik van deze stof bij de behandeling van galsteen- 
patiênten geen algemene toepassing rechtvaardigen.
In: Brit.Cled.0., 75, 699 (1975)
8. Daar wetenschappelijk onderzoek steeds meer onderhevig is aan goedkeuring 
door derden, dient bij het plannen wan dierexperimenten vooraf overleg ge­
pleegd te worden met een statisticus omtrent het aantal vereiste dieren,
L.Lasagna. Clin.Pharmacol.Therap., 18, 629-633 (1975)
9. Bij het routine-matig aantonen van zeer dunne (25 8) filamenteuze aanhang­
sels bij bacteriën verdient de methode van negatief kleuring de voorkeur 
boven shadoui—casting»
10. Het gebruik van de 'automatic activity analyser' computer, behorende bij 
een Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Spectrometer, voor hst omrekenen 
van cpm naar dpm geeft niet in alle gevallen een efficiënte tijdsbesparing.
11. In aardrijkskundeboBkjes dienen niet alleen de zoutmijnen bij Boekelo 
vermeld te worden, maar ook de zout'mijn', die bij Lobith ons land 
binnenstroomt.
O.A.PI.A.Dormans, Nijmegen, 3 juni 1976.


